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NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduktase als Target fOr Herbizide 
Beschreibimg 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung eines Polypep- 
tides mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cy- 
tochrom b5 Reduktase (E.G. 1.6^.2), welches bei Nichtanwesenheit 
Wachstumsretardiervmgen sowie chlorotische Blatter bedingt, und 
10 durch die Nukleinsaiaresequenz SEQ ID N0:1 oder funktionelle Aqui- 
valente der vorstehend genannten NukleinsSuresequenz codiert 
wird, als Target filr Herbizide. In diesem Rahmen werden funktio- 
nelli Acjuivalente der SEQ ID N0:1 bereitgestellt . Weiterhin um- 
fasst die vorliegende Erfindung die Verwendxmg des Polypeptides 
5 mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhSngigen Cytochrom b5 
Reduktase in einem Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen 
mit herbizider Wirkung, welche NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduk- 
tase inhibieren. Des weiteren betrifft die Erfindung die Verwen- 
dung dieser tiber das Verfahren identif izierten Verbindungen als . 
20 Herbizide. 




Das grxindlegende Prinzip, Herbizide uber Inhibierung eines defi- 
nierten Targets zu identif izieren ist bekannt (z.Bsp. US 
5,187071, WO 98/33925, WO 00/77185). Generell besteht ein groSer 
25 Bedarf , Enzyme zu detektieren, welche neue Targets fiir Herbizide 
darstellen konnten. Griinde hierfur sind auftretende Resistenzpro- 
blematiken von an bereits bekannten Targets wirkenden herbiziden 
Wirkstof fen und das standige Bemiihen neue herbizide Wirkstoffe zu 
identifizieren, die sich dvirch einen mSglichst breiten Wirkungs- 
,30 bereich, Skologische und toxikologische Vertraglichkeit und/oder 
geringe Aufwandmengen auszeichnen. 

Die Detektion von neuen Targets ist in der Praxis mit groSen 
Schwierigkeiten verbunden, da die Hemmung eines Enzyms, das Be- 

3S standteil eines Stof fwechselweges ist, haufig das Wachstum der 
Pflanze nicht weiter beeinflusst. Dies kann daran liegen, dass 
die Pfanze auf alternative Stof fwechselwege ausweicht, deren Exi- 
stenz nicht bekannt ist, oder dass das inhibierte Enzym nicht li- 
mitierend ftLr den Stof fwechselweg ist. Ferner zeichnen sich 

40 pflanzliche Genome durch eine groSe funktionelle Redundanz aus . 
Im Genom von Arabidopsis thaliana liegen funktional Squivalente 
Enzyme im Vergleich zu Insekten oder SSugern hSuf iger in Genfami- 
lien vor (Nature, 2000, 408 (6814) : 796-815 ) . Diese Annahme wird 
experimentell bestatigt durch die Tatsache, dass grosse Gen- 
. 45 Knock-out-Programme durch T-DNA- oder Transposoninsertion in Ara- 
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bidopsis bisher weniger ausgepragte Phanotypen lieferten als er- 
wartet (Curr. Op. Plant Biol. 4, 2001, pp-111-117) . 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, neue 
5 Targets zu identif izieren, die fiir das Wachstim von Pflanzen es- 
sentiell sind bzw. deren Inhibieriing fiir die Pflanze zu einem 
verminderten Wachstxam fiihren, sowie Verfahren bereitzustellen, 
welche zur Identif izierung von Verbindungen mit herbizider Wir- 
kung geeignet sind, 

10 

Die Aufgabe wurde gelost durch die Veirwendung eines Polypeptides 
mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cytochrom b5 
Reduktase kodiert durch eine Nukleinsauresequenz bestehend aus 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dargestell- 
ten Nukleinsauresequenz; 

b) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerier- 
ten genetischen Codes durch Ruckubersetzung aus der in SEQ ID 

20 NO: 2 dargestellten Amino sSuresequenz ableiten laSt; 

c) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerier- 
ten genetischen Codes durch Riickabersetzung der Aminosaurese- 
quenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 2, das 

25 eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 39% auf- 

weist, ableiten laJSt; oder 

d7 einem funktionellen Equivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
N0:1 mit einer Identitat von mindestens 52% zu der SEQ ID 
N0:1. 

als Target ftir Herbizide, 

An dieser Stelle werden nun weitere der in der Beschreibiing ver- 
35 wendeten Begriffe definiert. 

"Af f initats-Tag" : Bezeichnet ein Peptid oder Polypeptid, dessen 
kodierende Nukleinsauresequenz mit der erf indungsgemaJSen Nuklein- 
sauresequenz direkt oder mittels eines Linkers aber gangige Klo- 

40 nierungstechniken fusioniert werden kann. Das Af f initats-Tag 
dient zur Isolierung, Anreicherung und/oder gezielten Aufreini- 
gung des rekombinanten Zielproteins mittels Af f initcLts-Chromato- 
graphie aus Gesamtzellextrakten. Der oben erwahnte Linker kann 
vorteilhaft eine Protease-Schnittstelle (z.B. fur Thrombin oder 

45 Faktor Xa) enthalten, wodurch das Af f initats-Tag bei Bedarf vom 
Zi6lprotein abgespalten werden kann. Beispiele fUr gSngige Affi- 

- nitats-Tags sind das "His-Tag" z.B. von Quiagen, Hilden, "Strep- 
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Tag" , das *^Myc-Tag" (Invitrogen, Carlsberg) , das aus einer Chitin 
bindenden Domane und einem Intein bestehende Tag von New England 
Biolabs, das Maltose-bindende Protein (pMal) von New England Bio- 
labs und das sogenannte CBD-Tag von Novagen. Der Af f initats-Tag 
5 kann dabei am 5 ' - oder 3 ' -Ende der kodierenden Nukleinsaurese- 
quenz mit der fur das Zielprotein kodierenden Sequenz angebracht 
sein, 

"Antisense- oder Cosuppressions-Technik" beschreibt Technologien 
10 zur Suppression (Verringerung) der Gen express ion, worin ein Gen 
kodierend fUr einen 'im jeweiligen Expe'riment zu def inierenden 
Teil eines zu supprimierenden naturlichen Gens in "sense" oder 
"antisense" Orientierung unter Kontrolle eines geeigneten Promo- 
ters in eine Modellpf lanze trans fojrmiert wird. Die auf diese 
15 weise erzeugten transgenen Pflanzen weisen in der Kegel eine un- 
terschiedlich stark ausgepragte Suppression der Transkription des 
naturlichen Gens auf, die mit geeigneten Methoden nachgewiesen 
werden kann. Diese Technik erlaubt somit, die Auswirkungen eines 
in seiner Expression reduzierten Gens auf einen Organismus zu 



20 studieren (zur Obersicht siehe Trends in Plant Science, 2000, 
5(9) , 394-396) . 



"Expressionskassette" : Eine Expressionskassette enthalt eine er~ 
f indungsgemaiSe Nukle ins aure sequenz funktionell verknupft mit min- - 
des tens einem genetischen Kontrollelement , wie einem Promoter, 
sowie vorteilhaft mit einem weiteren Kontrollelement, wie einem 
Terminator. Die Nukleinsaureseqiienz der Expressionskasette kann 
beispielsweise eine genomische oder eine komplementare DNA-Se- 
quenz oder eine RNA-Sequenz sowie halb- oder vollsynthetische 
Analoga davon sein. Diese Sequenzen konnen in linearer oder zir- 
kularer Form, extra-chromosomal oder integriert in das Genom vor- 
liegen. Die entsprechenden Nukleinsauresec[uenzen konnen synthe- 
tisch hergestellt oder naturlich gewonnen werden oder eine Mi- 
schung aus synthetischen und naturlichen DNA-Bestandteilen ent- 
halten, sowie aus verschiedenen heterologen Genabschnitten ver- 
schiedener Organismen bestehen. 

Auch artifizielle Nukleinsauresequenzen sind hierbei geeignet, 
solange sie die E:<pression eines durch eine erf indungsgemalSe Nu- 
kleinsauesequenz kodierten Polypeptides mit der biologischen Ak- 
tivitat einer NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduktase in einer 
Zelle Oder einem Organismus eartnoglichen . Beispielsweise konnen 
synthetische Nukleotid-Sequenzen erzeugt werden, die beziiglich 
der Kodon-Nutziing des von den zu trans forcnierenden Organismen op- 
timiert wurden. 
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Alle vorstehend erwahnten Nukleotid-Sequenzen sind in an sich be- 
kannter Weise durch chemische Synthase aus den Nukleotidbaustei- 
nen wie beispielsweise durch Fragment-Kondensation einzelner 
uberlappender, kompl ementarer Nukleotidbausteine der Doppelhelix 
5 herstellbar. Die chemische Synthese von Oligonukleotiden kann 
beispielsweise in bekannter Weise nach der Phosphoamiditmethode 
(Voet, Voet, 2. Auflage, Wiley Press New York, Seite 896-897) er- 
folgen, Bei der Praparation einer Expressionskassette konnen ver- 
schiedene DNA- Fragment e so manipuliert werden, dass eine Nukleo- 
10 tid-Seq[uenz mit korrekter Leserichtung umd korrektem Leseraster 
erhalten wird. Die Verbindung der Nukleinsaure-Fragmente unter- 
einander erfolgt uber allgemeine Klonieriingstechniken wie sie 
beispielsweise in T. Maniatis, E.F. Frltsch und J. Sambrook, "Mo- 
lecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Labora- 

• tory. Cold Spring Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. 
Berman und L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in 
Ausubel, F.M. et al . , ^^Current Protocols in Molecular Biology", 
Greene Publishing Assoc. and Wiley- Interscience (1994) beschrie- 
20 ben sind. 

"Funktionelle Verknupfung" : Unter einer f unktionellen oder opera- 
tiven Verknupfung versteht man die seq^ienzielle Anordnung regula- 
tiver Sequenzen bzw. genetischer Kontrollelemente derart, daJS 
25 jede der regulativen Sequenzen bzw. jedes der genetischer Kon- 
trollelemente ihre Fuuaktion bei der Expression der kodierenden 
Sequenz bestimmungsgemaJS erftillen kann. 

''Funktionelle Aquivalente" beschreiben hier Nukleinsauresequen- 

• zen, die unter Standardbedingungen mit der Nukleinsauresequenz 
SEQ ID N0:1 oder Teilen der SEQ ID N0:1 hybridisieren und befa- 
higt sind, die Expression eines Polypeptides mit der biologischen 
Aktivitat einer NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduktase in einer 
Zelle Oder einem Organismus zu bewirken. 

35 

Zur Hybrisierung werden vorteilhaft kurze Oligonukleotide mit ei- 
ner Lange von etwa 10-50 bp, vorzugsweise 15-40 bp beispielsweise 
der konservierten oder sonstigen Bereiche, die viber Vergleiche 
mit anderen verwandten Genen in dem Fachmann bekannter Weise er- 
40 mittelt werden konnen, verwendet. Es konnen aber auch langere 

Fragmente der erf indungsgemaJSen Nukleinsauren mit einer Lange von 
100-500 bp Oder die vollstandigen Sequenzen fur die Hybridisie- 
rung verwendet werden. Je nach der verwendeten Nukleinsaure/Oli- 
gonukleotid, der Lange des Fragmentes oder der vollstandige Se- 
--45 quenz oder je nachdem welche Nukleinsaureart , d.h. DNA oder RNA, 
far die Hybridisierxing ver\>rendet werden, variieren diese Stan- 
- dardbedingungen . So liegen beispielsweise die Schmelztemperaturen 
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fur DNA:DNA-Hybride ca 10 "^C niedriger als die von DNA:RNA-Hybri- 
den gleicher Lange. 

Unter Standardhybridisierungsbbedingungen sind beispielsweise je 
5 nach Nukleinsaure Temperatxiren zwischen 42 xind SS^'C in einer wafi- 
rigen Pufferlosung mit einer Konzentration zwischen 0,1 bis 5 x 
SSC (1 X SSC = 0,15 M NaCl, 15 mM Natriumcitrat , pH 7,2) oder zu- 
satzlich in Gegenwart von 50 % Formamid wie beispielsweise 42°C in 
5 X SSC, 50 % Formamid zu verstehen. Vorteilhaf terweise liegen 

10 die Hybridisierungsbedingungen fur DNA : DNA-Hybride bei 0,1 x SSC 
und Temperaturen zwiBchen etwa 20°C bis 65°C, bevorzugt zwischen 
etwa aO^'C bis 45°C. Fur DNA: RNA-Hybride liegen die Hybridisie- 
riingsbedingiangen vorteilhaf t bei 0,1 x SSC und Temperaturen zwi- 
schen etwa 3G°C bis 65°C, bevorzugt zwischen etwa 45°C bis 55*'C. 
5 Diese angegebenen Temperaturen fiir die Hybridisierung sind bei- 
spielhaft kalkulierte Schmelztemperaturwerte fur eine Nukleinsau- 
re mit einer Lange von ca. 100 Nukleotiden und einem G + C-Gehalt 
von 50 % in Abwesenheit von Formamid. Die expe^ii-mentellen Bedin- 
gungen fur die DNA-Hybridisierung sind in einschlagigen Lehrbii- 

20 chem der Genetik, wie beispielsweise Sambrook et al . , ""Molecular- 
Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory, 1989, beschrieben und 
lassen sich nach dem Fachmann bekannten Formeln beispielsweise 
abhangig von der Lan^«=der Nukleinsauren, der Art der Hybride 
Oder dem G + C-Gehalt berechnen. Weitere Informationen zur Hybri- 

25 disierung kann der Fachmann folgenden Lehrbachern entnehmen: Aus- 
ubel et al. (eds), 1985, ^"Current Protocols in Molecular Bio- 
logy", John Wiley & Sons, New York; Hames and Higgins (eds), 
1"985, '^Nucleic Acids Hybridization: A Practical Approach", IRL 
Press at Oxford University Press, Oxford; Brown (ed) , 1991, Es- 
0 sential Molecular Biology: A Practical Approach, IRL Press at Ox- 
ford University Press, Oxford. 

Unter einem funktionellen Acjuivalent der SEQ ID N0:1 versteht man 
weiterhin auch Nukleins^uresequenzen die mit der SEQ ID NO:l bis 
35 zu einem definierten Prozentsatz homolog bzw. identisch sind und 
ferner insbesondere auch naturliche oder kiinstliche Mutationen 
der vorstehend genannten Nukleinsauresequenzen, die fiir ein Poly- 
peptid mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cy- 
tochrom b5 Reduktase kodieren. 

40 

Es werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch die 
vorliegende Erfindung mit umfasst, welche man durch Modifikation 
der vorstehend genannten Nukleinsauresequenzen erhalt. Beispiel-- 
haft konnen solche Modif ikationen durch dem Fachnaann gelaufige 

45 Techniken, wie "Site Directed Mutagenesis", "Error Prone PGR", 
"DNA-shuf fling" (Nature 370, 1994, pp. 3 89-391) oder "Staggered 

- Extension Process" (Nature Biotechnol . 16, 1998, pp. 258-261) er- 
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zeugt werden. Ziel einer solchen Modifikation kann z.B. die Ein- 
fagring weiterer Restriktionsenzymschnittstellen, die Entferniing 
von DNA zur Verkiirzung der Sequenz, der Austausch von Nukleotiden 
zur Codon-Optimierung oder das Hinzuftigen weiterer Sequenzen 
5 sein. Proteine, die iiber modif izierte Nukleinsauresec[uenzen ko- 
diert werden, miissen trotz abweichender Nukleihsauresecjuenz noch 
die gewvinschten Funktionen besitzen. 

Der Begriff des fxinktionellen Equivalents kann sich auch auf das 
10 durch die entsprechende Nukleinsauresequenz kodierte Amiriosaure- 
sequenz beziehen. In-diesem Fall beschreibt der Begriff funktio- 
nelles Aquivalent ein Protein, dessen Aminosauresequenz mit der 
SEQ ID NO: 2 bis zu einem definierten Prozentsatz identisch bzw. 
homolog ist. 

^^^Fxinktionelle Aquivalente umfassen somit natiirlich vorkommende Va- 
rianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie ktinstliche, z.B, 
durch chemische Synthese erhaltene, an den Kodon-Gebrauch adap- 
tierte Nukleinsauresequenzen bzw. die davon abgeleiteten Amino- 
20 s aur e s equenz en . 

''Genetische Kontrollsequenz" beschreibt Sequenzen, < die einen Ein- 
fluss auf die Transkription und gegebenenf alls Translation der 
erf indungsgemajSen NukleinsSuren in prokaryotischen oder eukaryon- 
25 tischen Organismen haben. Beispiele hierfiir sind Promotoren, Ter- 
minatoren oder sogenajonte "enhancer" Sequenzen. Zusatzlich zu 
diesen Kon troll sequenzen oder anstelle dieser Sequenzen kann die 
natarliche Regulation dieser Sequenzen vor den eigentlichen 
Strukturgenen noch vorhanden sein und gegebenenf alls genetisch so 

•modifiziert worden sein, dass die riaturliche Regulation ausge- 
schaltet und die Expression des Zielgens modif iziert, also erhoht 
Oder emiedrigt wurde. Die Auswahl der Kontrollsequenz erfolgt 
- abhangig voia Wirtsorganismus oder Ausgangsorganismus . Genetische 
Kontrollsequenz en umfassen ferner auch die 5 ' -untranslatierte Re- 
35 gion, Introns oder die nichtkodierende 3 '-Region von Genen. Als 
Kontrollsequenz en sind weiterhin seiche zu verstehen, die eine 
homologe Rekombination bzw. Insertion in das Genom eines Wirtsor- 
ganismus ermoglichen oder die Entfemung aus dem Genom erlauben. 
Genetische Kontrollseqnaenzen umfassen auch weitere Promotoren, 
40 Promo torelemente oder Minimalpromotoren, sowie die Chromatin- 

struktur beeinf lussende Sequenzen (z.B. Matrix attachment regions 
(MAR'S)) die die express ions steuernden Eigenschaf ten modif izieren 
konnen. So kann durch genetische Kontrollsequenzen zum Beispiel 
die gewebespezlf ische Expression zusatzlich abhangig von bestimm- 
-.45 ten Stressf aktoren erfolgen. Entsprechende Elemente sind zum Bei- 
spiel far Wasserstress , Abscisinsaure (Lam E und Chua NH, J Biol 
- Chem 1991; 266(26); 17131 -17135), Kalte- und Trockens tress 
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(Plant Cell 1994, (6): 251-264) \ind Hitzestress (Molecular & Ge- 
neral Genetics, 1989, 217(2-3): 246-53) beschrieben. 

"^Hoitiologie" zwischen zwei Nukleinsauresequenzen oder Polypeptid- 
5 seqiienzen wird durch die Identitat der Nukleinsauresequenz/Poly- 
peptidsequenz uber die jeweils gesamte Sequenzlange der kiirzeren 
der beiden Sequenzen definiert, die durch Vergleich mit Hilfe des 
Programmalgorithmus GAP (Wisconsin Package Version 10.2 Genetics 
Computer Group (GCG) , Madison, Wisconsin, USA) \mter Einstellung 
10 folgender Parameter far Polypeptide 

Gap Weight: 8 Length Weight: 2 

Average Match: 2,912 Average Mismatch: -2 , 003 

5 \ind folgender Parameter fur Nukleinsauren 

Gap Weight: 50 Length Weight: 3 

Average Match: 10.000 Average Mismatch: -0.000 

'20 berechnet wird. 

Anstelle des Begriff ^^homolog" oder "Homologie" «wird im Folgenden' 
auch gleichbedeutend der Begriff Identitat verwendet. 

25 '"Mutationen" von Nuklein- oder Aminosauresequenzen umfassen Sub- 
stitutionen (=Ersetz\mgen) , Additionen (Hinzufugung) , Deletionen 
(Loschiing) , Inversion. (Veranderungen) oder Insertionen (Einfugiin- 
gen) eines oder mehrerer Nukleotidreste, wodurch sich auch die 
entsprechende Aminosa\iresequenz des Zielproteins mittels Substi- 
0 tution. Insertion oder Deletion einer oder mehrerer Aminosauren 
verandern kann, wobei jedoch insgesamt die funktionellen Eigen- 
schaften des Zielproteins im wesentlichen beibehalten werden. 

''Natarliche genetische Umgebimg" meint den natiirlichen chromoso- 
35 malen Locus in dem Herkunf tsorganismus . Im Fall einer genomischen 
Bibliothek ist die natiirliche genetische Umgebung der Nukleinsau- 
resequenz bevorzugt zumindest noch teilweise erhalten. Die Umge- 
bung flankiert die Nukleinsauresequenz zumindest an 5/- oder 
3'-Seite und hat eine Sequenzlange von mindestens 50 bp, bevor- 
40 zugt mindestens 100 bp, besonders bevorzugt mindestens 500 bp, 

ganz besonders bevorzugt mindestens 1000 bp, am meisten bevorzugt 
mindestens 5000 bp. 

''Pflanzen'' im Sinne der Erfindung sind Pf lanzenzellen, -gewebe, 
45 -organe oder ganzen Pflanzen wie Samen, Knollen, Bluten, Pollen, 
Fruchte, Samlinge, Wurzeln, Blatter, Stengel oder sonstige Pflan- 
zenteile zu verstehen. Aufierdem ist unter Pflanzen Vermehrungsma- 
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terial wie Samen, Fruchte, SSmlinge, Stecklinge, Knollen, 
Schnitte Oder Wurzelstocke zu verstehen. 

"Reaktionszeit" bezeichnet die Zeit, die man fiir die Durchfuhaning 
5 eines Aktivitatstests bis zum Erhalt einer signif ikanten Aussage 
uber eine Aktivitat benotigt und hangt sowohl vonder spezif ischen 
Aktivitat des im Test eingesetzten Proteins als auch von der ver- 
wendeten Methode und der Empf indlichkeit der verwendeten Gerate 
ab, Dem Fachmann ist die Ermittlimg der Reaktionszeiten bekannt, 
10 Bei auf pho tome tr ischen Methoden basierenden Verfahren zur Iden- 
tifizierung von Verbindungen mit herbi-zider Wirkung liegen die 
Reaktionszeiten beispielsweise im allgemeinen zwischen > 0 bis 
120 Minuten. 

''Rekombinante DNA" beschreibt eine Kombination von DNA-Sequenzen 
herstellbar durch rekombinante DNA-Technologie . 

'"Rekombinate DNA-Technologie" : allgemein bekannte Techniken zur 
Fusionierung von DNA-Sequenzen (z.B. beschrieben in Sambrook et 
20 al., 1989, Cold Spring Habour, NY, Cold Spring Habour Laboratory 
Press) . 

"Replikationsurspriinge" gewsLhrleisten die Vermehrung der erfin- 
dungsgemaiSen Expressionskassetten oder Vektoren in Mikroorganis- 
25 men und Hefen z.B. der pBR322 ori oder der P15A ori in E. coli 
(Sambrook et al . ; Molecular Cloning. A Laboratory Manual", 2nd 
ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 
1989) und der ARSl ori in Hefe (Nucleic Acids Research, 2000, 
28 (10) : 2060-2068) . 

"Reportergene" kodieren fiir leicht quantif izierbare Proteine. 
liber Wachstums-, Fluoreszenz- , Chemo-, Biolumineszenz- oder Re- 
sis tenzassay Oder liber eine photometrische Messxang (Eigenfarbe) 
Oder Enzyiaaktivitat kann itdttels dieser Gene eine Bewertiing der 
Transfoinnationsef f izienz oder des Expressionsortes oder -zeit- 
punktes vorgenoiranen werden. Ganz besonders bevorzugt sind dabei 
Reporter-Proteine (Schenbom E, Groslcreutz D. Mol Biotechnol . 
1999; 13(l):29-44) wie das "green fluorescence protein" (GFP) 
(Gerdes HH and Kaether C, FEBS Lett. 1996; 389 (1 ): 44-47 ; Chui WL 
et al,, Curr Biol 1996, 6:325-330; Leffel SM et al . , Biotechni- 
ques. 23(5):912-8, 1997), die Chloramphenicol acetyl transferase, 
eine Luzif erase (Giacomin, Plant Sci 1996, 116:59-72; Scikantha, 
J Bact 199 6, 178:121; Millar et al . , Plant Mol Biol Rep 1992 
10:324-414), sowie Luzif erasegene , im allgemeinen die |3-Galactosi- 
dase Oder die ^-Glucuronidase (Jefferson et al . , EMBO J. 1987, 6, 
3901-3907) Oder das Ura3-Gen. 
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*Selektionsmarker" verleihen eine Resishenz gegen Antibiotika, 
Oder andere toxische Verbindungen : Beispielhaft zu nennen seien 
hier das Neomyc in- Phosphb trans f eras e-Gen, das eine Resistenz ge- 
gen die Aminoglycosid-Antibiotika Neomycin (G 418) , Kanamycin, 
5 Paromycin (Deshayes A at al., EMBO J. 4 (1985) 2731-2737),. das 
sul Gen kodierend fiir eine mutierte Dihydropteroat Synthase (Gue- 
rineau F et al , , Plant Mol Biol, 1990; 15 (1) ; 127-136) , das Hygro- 
mycin B Phosphotransf erase-Gen (Gen Bank Accession NO: K 01193) 
und das shble Resistenzgen, das eine Resistenz gegen die Bleomy- 
10 cin Antibiotika wie zB. Zeocin verleiht. Weitere Beispiele fur 
Selektionsmarker-Gene sind Gene, die eine -Resistenz gegen 2-Deso- 
xyglucose-6-phosphat (WO 98/4545 6) oder Phosphinotricin etc. ver- 
leihen Oder solche, die eine Antimetaboliten-Resistenz verleihen, 
ziim Beispiel das dhfr-Gen (Reiss, Plant Physiol. (Life Sci . Adv.) 

•5 13 (1994) 142-149) - Geeignet sind ferner Gene wie trpB oder hisD 
(Hartman SC and Mulligan RC, Proc Natl Acad Sci USA. 85 (1988) 
8047-8051) . Geeignet ist auch das Gen der Mannose-Phosphat Iso- 
merase (WO 94/20627), das ODC (Ornithin-Decarboxylase) Gen 
(McConlogue, 1987 in: Current Communications in Molecular Bio- 
20 logy. Cold Spring Harbor Laboratory, Hrsg.) oder die Deaminase 

aus Aspergillus terreus (Tamura K etal . , Biosci Biotechnol Bio- • 
chem. 59 (1995) 2336-2338). 




''Transformation" beschreibt einen Prozess zur Einfuhrxing hetero- 
25 loger DNA in eine pro- oder eukaryontische Zelle. Mit einer 

trans formiert en Zelle ist nicht nur das Produkt das Transf ormati- 
onsprozesses an sich beschrieben, sondern auch alle transgenen 
Nachkommen des durch die Transformation hergestellten transgenen 
Organismus 

''Target /Target Protein" : ein Polypeptid codiert iiber die erf in- 
dungsgemafie Nukleinsauresequenz , welches ein Enzym im klassischen 
Sinne sein kann oder z.B. ein Strukturprotein, ein fiir Entwick- 
lungsprozesse relevantes Protein, Regulationsproteine wie Trans- 
35 kriptionsf aktoren, Kinasen, Phosphatasen, Rezeptoren, Unterein- 
heiten von Kanalen, Transportproteine, regulatorische Unterein- 
heiten die einem Enzymkomplex eine substrat- oder Aktivitatsregu- 
lation verleihen. Allen Targets oder Wirkorten gemein ist dabei, 
dass deren funktionale Anwesenheit essentiell fur das Uberleben 
40 oder die normale Entwicklxmg und das Wachstum sind. 



"Transgen" : Bezogen auf eine Nukleinsauresequenz, eine Expres- 
sionskassette oder einen Vektor enthaltend eine erf indungsgemaSe 
Nukleinsauresequenz oder einen Organismus transf ormiert mit der 
..45 vorstehend genannten Nukleinsauresequenz, Expressionskassette 
oder Vektor beschreibt der Ausdruck transgen alle solche durch 
- gentechnische Methoden hergestellten Konstruktionen, in denen 
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sich entweder die Nukleinsauresequenz des Zielproteins oder eine 
mit der Nukleinsauresequenz des Zielproteins funktionell ver- 
kniipfte genetische Kontrollsequenz oder eine Kombination der 
vorstehend genannten Mdglichkeiten sich nicht in ihrer natiirli- 
5 Chen genetischen Umgebung befinden oder durch gentechnische Me- 
thoden modifiziert warden. Die Modifikation kann hier beispiels- 
weise uber Mutation eines oder mehrerer Nukleotidreste der ent- 
sprechenden Nukleinsauresec[uenz erreicht werden. 

10 Die Nukleinsauresequenz SEQ ID N0:1 codiert fur eine spezifisch 
von NADH abhangige Gytochrom b5 Redukfease (E.C, 1.6.2.2). 

Charakteristisch fiir hohere Eukaryoten ist das an der Membran des 
endoplasmatischen Retikuluias lokalisierte Elektronen-Transf ersy- 

• stem besteht aus einer NADH-abhangigen Gytochrom b5 Reduktase 
uiid Gytochrom b5 (GytbS) . Die NADH-abhangige Gytochrom b5 Reduk- 
tase iibertragt mit einem FAD als prosthetischer Gruppe dabei 
Elektronen von N2\DH auf CytbS , ein HSm-haltiges Protein. 

20 In Pflanzen wurde GytbS als Komponente des Elektronentransports 
bei der Modifikation von Fettsauren beschrieben (Kearns et al, 
1991; Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg, Berlin, Oxford, 
Seite 751) . Vermutlich werden die Elektronen anschlielSend von Gy- 
tochrom b5 weiter auf Desaturasen oder P45G Monooxygenasen iiber- 

25 tragen (Fukuchi-Mizutani , Plant Physiology, 119/ 353-361; 1999). 
Plfanzliche NADH-abhangige Gytochrom b5 Reduktasen werden in na- 
hezu alien Zelltypen gefunden, insbesondere in unreifen Samen 
(Fukuchi-Mizutani, Plant Physiology, 119; 353-361; 1999). 

• Erstmals isoliert und charakterisiert wurde die NADH-abhangige 
Gytochrom b5 Reduktase aus menschlichen Erythrozyten (Yubisui T, 
Takeshita M. , J Biol Ghem. , 1980;255 (6) :2454-1456) und seitdem 
auch aus vielen anderen Organismen. Bekannt sind Nukleinsaurese- 
quenz en pflanzlicher NADH-abhMngiger Gytochrom b5 Reduktasen 
^5 z.B. aus Arabidopsis (Gen Bank Acc . No. AB007799; Mizutani und 
Fukuchi-Mizutani, Plant Physiol. 119, 353-361; 1999) sowie ESTs 
pflanzlicher NADH-abhangiger Gytochrom b5 Reduktasen aus Medicago 
truncatula (Gen Bank Acc. No. AA6 60929; Govitz,P.A. et al. Plant 
Physiol. 117 (4), 1325-1332 (1998) Identitat zur Seq ID NO : 1 = 
68.763%, Identitat mit SEQ ID N0:2 = 46,897%), Oryza sativa (Gen 
Bank Acc. No. BE039960; Identitat zur Seq ID N0:1 = 69.457%, 
Identitat mit SEQ ID N0:2 = 75,912%), Solanum tuberosum (Gen Bank 
Acc, No. BE3 40917, Identitat zur Seq ID N0:1 = 75.564%, Identitat 
mit SEQ ID NO : 2 =81,67 5%) und Beta vulgaris (Gen Bank Acc. No. 
- BI096337; Identitat zur Seq ID N0:1 = 52.727%; Identitat mit 
SEQ ID NO: 2 = 39,552%) und Kurbis (Gucurbita maxima; Gen Bank 
- Acc, No. AF274589; Identitat mit SEQ ID NO : 1=56 . 703% , Identitat 
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mit SEQ ID N0:2 =43.621%). 

NADH-abh^gige Cytochrom b5 Reduktase aus menschlichen Erythro- 
zyten kann durch millimolare Konz antra tionen von Inositol Hexa- 
S phosphat gehemmt v^erden (Palmieri et al. Archives of BiochoGaistry 
and Biophysics, 1990, 280(1), 224-228). Thenoyltrif luoraceton 
zeigt bei 0.5 mM eine 50%ige Hemmting der NADH-abhangige Cytochrom 
b5 Reduktase aus Rattenleber-Mikrosomen (Golf et al, Biol. Chem. 
Hoppe-Seyler 1985, 3 66, 647-653) . Weitere Substanzen, die NADH- 
abhangige Cytochrom b5 Reduktase aus verschiedenen Organismen 
hemmen konnen, sind Amytal, Mepacrin, Dicoumarol (Golf et al; 
1985, Biol. Chem. Hoppe-Seyler , 366, pp. 647-653), oder N~Ethyl- 
maleimide und Atebrin (Tamura et al; 1983, J. Biochem. 94, pp. 
1547-1555) . Inhibitor en fur pflanzliche NADH-abhangige Cytochrom 
b5 Reduktasen wurden jedoch bisher nicht beschrieben. 



Im Rahmen der vorliegenden Erfindtmg wurde uberraschenderweise 
gefunden, dass Pflanzen, in denen gezielt die Aktivltat der NADH- 
abhangige Cytochrom b5 Reduktase verringert wurde, Phanotypen 
20 aufwiesen, die mit durch Herbizdidapplikation erzeugten Phanoty- 
pen vergleichbar sind. Beobachtet wurden Wachstumsretardierungen ' 
und nekrotische, gestresste Blatter sowie in einigen Fallen das 
Absterben ganzer Pflanzen oder von Pf lanzenteilen. Die Schoten 
dieser Pflanzen waren entweder leer oder enthielten verktiramerte 
25 samen, die allesamt nicht in der Lage waren, zu keimen. 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendiing von ei- 
nem Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangi- 
gen Cytochrom b5 Reduktase kodiert durch eine Nukleinsauresequenz 
bestehend aus 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dargestell- 
ten Nukleinsauresequenz; 



35 b) einer NukleinssLuresequenz, die sich aufgrund des degenerier- 
ten genetischen Codes durch Ruckiibersetzung aus der in SEQ ID 
NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz ableiten laEt; 

c) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerier- 
^0 ten genetischen Codes durch Ruckiibersetzung der Aminosaurese- 

quenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID NO : 2 , das 
eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 39% auf- 
weist, ableiten laSt; oder 
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d) einem funktionellen Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
N0:1 mit einer Identitat von mindestens 52% zu der SEQ ID 
NO : 1 ; 

5 als. Target fiir Herbizide. Die f\mktionellen Aquivalente geinaS c) 
zeichnen sich durch eine iiti wesentlichen gleiche Funktionalitat 
aus, d.h. sie haben die physiologische Funktion einer NADH-abhan- 
gigen Cytochrom b5 Reduktase. 

10 Die erfindungsgemSSen fiinktionellen Aquivalente der SEQ ID N0:1 
weisen eine Homologie mit der SEQ ID Mo: 1- von mindestens 52%, 
53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% vorzugsweise mindestens 60%, 61%, 
62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% und 70% bevorzugt mindestens 
71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76% besonders bevorzugt mindestens 77%, 
78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90% 
ganz besonders bevorzugt "mindestens 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% auf. 

Die erf indungsgemaSen funktionellen &q[uivalente der SEQ ID NO: 2 
20 weisen eine Homologie mit der SEQ ID No : 2 von mindestens 39%, 

40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 
53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59% vorzugsweise mindeptens 60%, 61%,- 
62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69% und 70% bevorzugt minde- 
stens 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, * 
25 83%, 84%, 85%, 86% besonders bevorzugt mindestens 87%, 88%, 89%, 
90%, 91%,. 92%, 93% ganz besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 
96%, 97%, 98%, 99% auf. 

Weiterhin werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung funktio- 
nelle Aquivalente der vorstehend genannten Nukleinsauresequenzen 
beansprucht, die fiir ein Polypeptid mit der biologischen Aktivi- 
tat einer NADH-abh&ngigen Cytochrom b5 Reduktase kodieren, ent- 
baltend einen Teilbereich \Jinfassend: 

35 a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 dargestellten 
Nukleinsauresequenz ; oder 

b) eine Nukleinsauresequenz, die sicb aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch Riickubersetzung aus der in SEQ ID 

40 NO: 4 dargestellten Aminosauresequenz ableiten ISSt; oder 

c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO: 3 
mit einer Identitat von mindestens 77% zu der SEQ ID NO: 3. 



. 45 d) 



eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch RtickObersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO: 4, das eine 
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Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von mindestens 87% aufweist, 
cibleiten lafit. 

Ebenfalls beansprucht werden die durch die vorstehend genannten 
5 Nukleinsauresecjuenzen kodierten Polypeptide. Die fixnktionelle 
Aquivalente zeichnen sich durch eine im wesentlichen gleiche 
Funktionalitat aus, d.h. sie haben die physiologische Fionktion 
einer NADH-abhangigen Cytochrom b5 Reduktase. 

10 Der Begriff ^'umf assend" oder "rnnfassen" bezogen auf Nukleinsaiire- 
sequenzen meint, daiS. die erf indungsgemMSe -Nukleinsauresequenz am 
3' Oder am 5' Ende zusatzliche Nukleinsauresec[uenzen enthalten 
kann, wobei die Lange der zusatzlichen- NukleinsSuresequenzen 75bp 
am 5' xmd 50bp 3' Ende der erf indungsgemafien NukleinsSuresequen- 
5 zen, vorzugsweise 50bp am 5' \xnd lObp am 3' Ende nicht iiber- 
schreitet . 



Die erf indungsgemaSen funktionellen Aquivalente der SEQ ID NO: 3 
weisen eine Homologie mit der SEQ ID No: 3 von mindestens 77%, 
20 78%, 79%, 80% bevorzugt mindestens 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 
87%, 88%, 89%, 90% besonders bevorzugt mindestens 91%, 92%, 93%,.. 
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% auf. i 

Die erf indungsgemaEen funktionellen. Aquivalente der SEQ ID NO: 4 
25 weisen eine Homologie mit der SEQ ID No : 4 von mindestens 87% vor- 
zugsweise mindestens 88%, 89%, 89% bevorzugt mindestens 90%, 91%, 
92%, 93% besonders bevorzugt mindestens 94%, 95%, 96% ganz be- 
sonders bevorzugt mindestens 97%, 98%, 99% auf , 

0 Nukleinsauresequenzen kodierend fur ein Polypeptid mit der biolo- 
gischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cytochrom b5 Red\iktase 
bestehend aus 

a) einer NukleinsSuresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dargestell- 
35 ten NukleinsSuresequenz ; oder 

b) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerier- 

- ten genetischen Codes durch RtLckObersetzung aus der in SEQ ID 
NO: 2 dargestellten AminosSuresequenz ableiten l^&t; oder 

40 

c) einer Nukleinsauresequenz , die sich aufgrund des degenerier- 
ten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der Aminosaurese- 
quenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID M0:2, das 
eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von mindestens 39% auf- 

45 weist, ableiten lafit; oder 
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d) einem funktionellen Aquivalent der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
NO:l rait einer Identitat von mindestens 52% z\x der SEQ ID 
NO : 1 ; Oder 

5 Nukleinsauresequenzen kodierend fiir ein Polypeptid mit der biolo- 
gischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cytochrom bS Reduktase 
en thai tend einen Teilbereich umfassend: 



a) eine Nukleinsauresecjuenz mit der in SEQ ID NO: 3 dargestellten 
10 Nukleinsauresequenz; oder 

b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch Ruckubersetzung aus der in SEQ ID 
N0:-4 dargestellten Aminosauresequenz ableiten l^l^t; oder 

^^^Vc) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO: 3 
mit einer Identitat von mindestens 86% zu der SEQ ID N0:3; 
oder 



20 d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degenerierten 
genetischen Codes durch Ruckubersetzung der Aminosauresequenz 
eines funktionellen Equivalents der SEQ ID NO:^, das eine 
Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von mindestens 87% aufweist, 
ableiten ISEt; 

25 

werden im folgenden als "erf indungsgemaSe Nukleinsauresequenzen"* 
bezeichnet. Die durch eine erf indungsgemaJSe Nukleinsauresequenz 
kodierten Polypeptide mi.t der biologischen Aktivitat einer NADH- 
abhangigen Cytochrom b5 Reduktase werden im folgenden der Ein- 

»fachheit halber als ^*NCR" bzeichnet. 
NCR verursachen in reduzierter Menge Wachstumsretardierungen so- 
wie nekrotische Blatter in Pflanzen. Eine Reduktion des Polypep- 
tides bedeutet, dafi die Menge des Polypeptides uber gentechnische 
35 Methoden reduziert wird. Verglichen wird eine derartig modifi- 
zierte Pflanze mit einer Pflanze, die beztiglich dieses Polypepti- 
des keine genetischen Modif ikationen aufweist, ansonsten aber mit 
dam Genotyp der genetisch manipulierten Pflanze identisch ist un- 
ter identischen Wachstumsbedingungen . 

40 

Die Genprodukte der erf indungsgem^Ben Nukleinsauren stellen neue 
Targets far Herbizide dar, welche die Bereitstellung neuer Herbi- 
zide zur Bekampfung unerwQnschter Pflanzen ermoglichen. 



..45 
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Unter unerwinschten Pflanzen sind im weitesten Sinne alle Pflaia- 
zen zu verstehen, die an Orten aufwachsen, an denen sie uner- 
VAinscht sind, ziom Beispiel: 

5 Dikotyle Unkrauter der Gattungen: Siiiapis, Lepidium, Galium, 
Stellaria, Matricaria,. Anthemis, Galinsoga-, Chenopodium, Urtica, 
Seneaio, Amaranthus, Portulaca, Xanthium, Convol^mlus, Ipomoea, 
Folyg-onum, Seshania, Ambrosia, Cirsium, Carduus, Sonchus, Sola- 
rium, Rorippa, Rotala, Lindernia, Lamium, Veronica, Abutilon, 
10 Emex, Datura, Viola, Galeopsis, Papaver, Centaurea, Trifolium, 
Ranunculus, Taraxacum. 

Monokotyle Unkrauter der Gattungen: Echinochloa, Setaria, 
Panicum, Digitaria, Phleum, Poa, Festuca, Eleusine, Brachiaria, 
^15 Lolium, Bromus, Avena, Cyperus, Sorghum, Agropyron, Cynodon, Mo- 
nochoria, Fimhristyslis , Sagittaria^ Eleocharis, Scirpus, Paspa- 
lum, Ischaemum, Sphenoclea, Dactyloctenium, Agrostis, Alopecurus, 
Apera . 

20 Die SEQ ID N0:1 Oder SEQ ID NO: 3 oder Teile der vorstehend ge- 
nannten Nukleinsauresequenzen konnen fur die Herstellung von Hy- 
bridisierungssonden verwendet werden, iiber welche z.B. die ent- 
sprechenden Vollangengene land/oder fxmktionelle Aquivalente der 
SEQ XD NO:l oder SEQ ID NO: 3 isoliert werden konnen. Die Herstel- 
25 lung dieser Sonden sowie die Durchf lihrung der Experimente ist be- 
kannt. Sie kann zum Beispiel uber die gezielte Herstellung radio- 
aktiver oder nicht radioaktiver Sonden mittels PGR xmd der Ver- 
wend\JLng von entsprechend markierten Oligonukleotiden mit an- 
schliefienden Hybridisierungsexperimenten erfolgen. Die hierfur 
^30 erf orderlichen Technologien sind beispielsweise in T. Maniatis, 
E.F. Fritsch und J. Sambrook, ^'Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual'', Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 
(1989) aufgefOhrt. Die entsprechenden Sonden kSnnen weiterhin 
mittels Standardtechnologien (Lit. SDM bzw. random Mutagenesis) 
35 so modifiziert werden, dass sie fur weitere Zwecke eingesetzt 
werden konnen, z.B. als Sonde, die spezifisch zu mRNA sowie den 
entsprechenden codierenden Sequenzen hybridisiert zwecks 2\nalyse 
der entsprechenden Sequenzen in anderen Organismen. 

40 Des weiteren konnen die oben genannten Sonden fiir die Detektion 
und Isolation von funktionellen Aquivalenten der SEQ ID N0:1 oder 
SEQ ID NO: 3 aus ajideren Pf lanzenspezies aufgrund von Sequenziden- 
titaten verwendet werden. Hierbei wird ein Teil oder die gesamte 
Sequenz der entsprechenden SEQ ID NO:l oder SEQ ID NO: 3 als Sonde 

45 zum Screening in einer genomischen oder cDNA Bank der entspre- 
chenden Pf lanzenspezies oder in einer Computer-Recherche nach Se- 
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quenzen fianktioneller Aquivalente in elektronischen Datenbanken 
verwendet . 

Bevorzugte Pf lanzenspezies sind hierbei die bereits eingangs er- 
5 wahnten uinerwunschten Pflanzen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Expressionskassetten 
enthaltend 

genetische Kontrollsequenzen in fxinktioneller Verkniipfung mit 
einer Nukleinsauresequenz umfassend e-inen Teilbereich enthal- 
tend eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz; oder eine Nukleinsauresequenz, 
die sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch 
Rackubersetzung aus der in SEQ ID NO: 4 dargestell ten Amino- 
sauresequenz ableiten laSt; oder funktionelle Aquivalente der 
Nukleinsauresequenz SEQ ID NO: 3 mit einer Identitat von min- 
destens 86% zu der SEQ ID NO: 3; eine Nukleinsauresequenz, die 
sich aufgrund des degenerierten genetischen Codes durch Rtick- 
libersetzung der Axninosauresequenz eines f unktionellen Aquiva- 
lents der SEQ ID NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
NO: 4 von mindestens 87% aufweist, ableiten laiSt; 

zusatzliche Funktionselemente; oder 

eine Kombination aus a) und b) ; 

sowie die Verwendung von Expressionskassetten enthaltend 

•a) genetische Kontrollsequenzen in f unktioneller Verkniipfung mit 
einer erf indungsgema£en Nukleinsauresequenz; 

b) zusatzliche Funktionselemente; oder 

35 c) eine Kombination aus a) und b) ; 

zur Expression einer NCR, die in "in vitro" Testsystemen verwen- 
det werden kann. Beide Ausfiihrungsf ormen der vorstehend beschrie- 
benen Expressionskasetten werden im folgenden als erf indungsge- 
40 mafie Expressionskassette bezeichnet. 

GemaS einer bevorzugten Aus fuhrungs form umfaSt eine erf indungsge- 
maEe Expressionskassette am 5 ' -Ende der kodierenden Sequenz einen 
Promoter und am 3 '-Ende Transkriptions-Terminations-Signal und 
.-45 gegebenenf alls weitere genetische Kontrollsequenzen, welche mit 



10 a) 




20 



b) 

25 

c) 
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der dazwischenliegenden erf indungsgemSSen Nukleinsaiiresequenz 
fimktionell verknupft sind. 

Unter den erf indungsgemaiSeii Expressionskassetten sind auch Ana- 
5 loga zu verstehen, die zum Beispiel durch eine Kombination der 

einzelnen Nukleinsauresequenzen auf einem Polynukleotid (Mehr- 
fachkonstrukte) , auf mehreren Polynukleotiden in einer Zelle (Ko- 
transformation) oder durch sequenzielle Transformation zustande 
kommen konnen. 

10 

Vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen- nach Punkt a) fur die 
erf indungsgemafien Expressionskassetten oder fur Vektoren enthal- 
tend erf indungsgemaSe Expressionskasetten sind beispielsweise 
Promotoren wie cos-, tac-, trp-, tet-, Ipp-, lac-, laclq-, T1-, 
15 T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, X-PR- oder im X-PL-Promotor , die 

zur Expression der NCR in gram-negativen Bakterienstammen verwen- 
det werden konnen. 

Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen sind beispiels- 
20 weise in den Promotoren amy und SP02 , die zur Expression der NCR "'^ 
in gram-positiven Bakterienstammen verwendet werden konnen, sowie. - 
in den Hefe- oder Pilzpromotoren AUGl, GPD-1, BX6, TEF, CUPl, * • 
PGK, GAPl, TPI, PH05, AOXl, GALIO/CYCI, CYCl , OliC, ADH, TDK, 
Kex2, MFa oder NMT oder Kombinationen der vorstehend genannten ' ^ 
25 Promotoren (Degryse et al , , Yeast .1995 Jun 15; 11 ( 7 ) : 629-40 ; Ro- 
manes et al. Yeast 1992 Jun; 8 (6) : 423-88 ; Benito et al . Eur. J. 
Plant Pathol. 104, 207-220 (1998); Cregg et al . Biotechnology (N 
Y-) 1993 Aug;ll (8) :905-10; Luo X., Gene 1995 Sep 22 ; 163 (1) : 127-31; 
Nacken et al . , Gene 1996 Oct 10;175(l-2): 253-60; Turgeon et al , , 
30 Mol Cell Biol 1987 Sep; 7 (9) : 3297-305) oder den Transkriptions ter- 
minatoren NMT, Gcyl , TrpC, AOXl, nos, PGK oder CYCl (Degryse et 
al.. Yeast 1995 J\m 15; 11 (7) : 629-40; Brunelli et al . Yeast 1993 
Dec9(12): 1309-18; Frisch et al . , Plant Mol. Biol. 27 (2), 
405-409 (1995); Scorer et al . , Biotechnology (N.Y.) 12 (2), 
35 181-184 (1994), Genbank acc. number Z46232; Zhao et al . Genbank 
acc number : AF049064; Punt et al . , (1987) Gene 56 (1), 117-124) 
enthalten, die zur Expression der NCR in HefestSmmen verwendet 
-. werden kSnnen. 

40 Als zur Expression in Insektenzellen geeignete genetische Kon^ 
troll sequenzen sind exemplarisch der Polyhedrin-Promotor sowie 
der plO-Promotor (Luckow, V.A. and Summers, M.D. (1988) Bio/ 
Techn. 6, 47-55) zu nennen. 

45 Vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression der NCR 
in Zellkultur sind sind neben Polyadenylier\mgssequenzen wie z.B. 
aus Simian Virus 40 eukaryontische Promotoren viralen Ursprungs 
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wie z.B. Promo toren des Polyoma, Adenovirus 2, Cytomegalovirus 
Oder Simian Virus 40 . 

Weitere vorteilhafte genetische Kontrollsequenzen zur Expression 
5 der NCR in Pflanzen sind in den Pflanzenpromo toren CaMV/35S 

[Franck et al . , Cell 21(1980) 285-294], PRPl [Ward et al . , Plant. 
Mol. Biol. 22 (1993)], SSU, OCS, LEB4, USP, STLSl, B33, NOS; 
FBPaseP (WO 98/18940) oder im Ubiquitin- oder Phaseolin-Promotor 
en thai ten, vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanz- 
3-0 lichen Promotor oder einen Promotor, der einem Pf lanzenvirus ent- 
stammt. Insbesondere- bevorzugt sind Promofeoren viralen Ursprungs 
wie der Promotor des 3 5S-Transkriptes des Blumenkohlmosaikvirus 
(Franck et al . , Cell 21 (1980), 285-29*4; Odell et al , , Nature 313 
(1985) , 810-812) . Weitere bevorzugte konstitutive Promotoren sind 
zum Beispiel der Promotor der Nopal insynthase aus Agrobacterium, 
der TR-Doppelpromotor, der OCS (Octopin Synthase) Promotor aus 
Agrobacterium, der Ubiquitin Promotor (Holtorf S et al . , Plant 
Mol Biol 1995, 29:637-649), die Promotoren der vakuolarer ATPase 
Untereinheiten oder der Promotor eines prolinreichen Proteins aus 
20 weizen (WO 91/13991) . • 

Die Expressionskassetten konnen auch einen chemisch induzierbaren ' 
Promotor als genetische Kontrollsequenz enthalten, durch den die 
Expression des exogenen Gens in der Pflanze zu einem bestimmten 
Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren, wie z.B. 
der PRPl Promotor (Ward et al . , Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 
361-366), ein durch Salicylsaure induzierbarer (WO 95/19443), ein 
dUrch Benzol sulfonamid-induzierbarer (EP-A-0388186) , ein durch 
Tetrazyklin-induzierbarer (Gatz et al . , (1992) Plant J. 2, 
397404) , ein durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP-A 335528) bzw. 
ein durch Ethanol- oder Cyclohexanon- induzierbarer (WO 93/21334) 
Promotor konnen ebenfalls verwendet werden. 

Geeignet sind ferner Promotoren die eine gewebe- oder organspezi- 
fische Expression z.B. in Antheren, Ovarien, Bltiten und Blutenor- 
ganen, Blattern, SchlieSzellen, Trichomen, Stengel, Leitgeweben, 
Wurzeln vxid Samen vermitteln. Ebenfalls geeignet sind hier neben 
den oben genannten konstitutiven Promotoren, insbesondere solche 
Promotoren, die eine blattspezif ische Expression gewahrleisten . 
Zu nennen sind der Promotor der cytosolischen FBPase aus Kartof- 
fel (WO 97/05900) , der SSU Promotor (small subunit) der Rubisco 
(Ribulose-1, 5-bisphosphatcarboxylase) oder der ST-LSI Promotor 
aus Kartoffel (StocJchaus et al . , EMBO J. 8 (1989), 2445 - 245). 
Bevorzugt sind ferner Promotoren, die eine Expression in Samen 
und pflanzlichen Embryonen steuern. Samenspezif ische Promotoren 
sind zum Beispiel der Promotor des Phaseolins (US 5,504,200, Bu- 
stos MM et al.. Plant Cell. 1989;1 (9) : 839-53) , des 28 Albumingens 
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(Joseffson LG et al . , J Biol Chem 1987, 262:12196-12201), des Le- 
gumins (Shirsat A et al., Mol Gen. Genet. 1989 ; 215 (2 ): 326-331) , 
des USP (umknown seed protein; Baumlein H et al . , Molecular & 
General Genetics 1991, 225 (3) :459-67) des Napin Gens (Stalberg 
5 et al., L. Planta 1996, 199:515-519), des Saccharosebindeproteins 

(WO 00/26388) oder der LeB4-Proinotor (Baumlein H et al., Mol Gen 
Genet 1991, 225: 121-128; Fiedler, U. et al . , Biotechnology (NY) 

(1995) , 13 (10) 1090) . 

10 Weitere als genetische Kontrollseqxienzen geeicpiete Promotoren 

sind beispielsweise spezifische Promotoren fur Knollen, Speicher- 
wurzeln oder Wurzeln, wie beispielsweise der Patatin Promoter 
Klasse I (B33) , der Promoter des Cathepsin D Inhibitors aus Kar- 
toffel, der Promoter der Starke Synthase (GBSSl) oder der Spora- 
k 15 min Promoter, f ruchtspezif ische Promotoren, wie beispielsweise 
" der f ruchtspezif ische Promoter aus Tomate (EP-A 409625), fruch- 
treifung- spezifische Promotoren, wie beispielsweise der fruch- 
treifung-spezif ische Promoter aus Tomate (WO 94/21794) , blviten- 
spezifische Promotoren, wie beispielsweise der Phyteen Synthase 
20 Promoter (WO 92/16635) oder der Promoter des P-rr Gens (WO 

98/22593) oder spezifische Plastiden- oder Chromoplas ten-Promo to- 
ren, wie beispielsweise der RNA-Polymerase Promoter (WO 97/06250) 
Oder auch der Promoter der Phosphoribosylpyrophosphat Amidotrans- 
f erase aus Glycine ma^ (siehe auch Genbcink Accession Nr U87999) 
25 Oder ein anderer Nodien-spezif ischer Promoter wie in EP-A 24967 6 
konnen vorteilhaft verwendet werden. 

Unter zusatzlichen Funktienselementen b) sind beispielhaft aber 
nicht einschrankend Reportergene, Replikatiensursprtinge, Selek- 
^30 tiensmarker ujid segenannte Af f initats-Tags , fusioniert mit der 
m NCR direkt oder mittels eines Linkers optional enthaltend eine 

Protease-Schnitts telle zu verstehen. Weitere geeignete zusatzli- 
che F\inktionselemente sind Sequenzen, die ein Targeting in den 
Apoplasten, in Plastiden, die Vakuole, das Mitochondri\im, das Pe- 
35 roxisom, das Endoplasmat ische Retikulum (ER) oder durch ein Feh- 
len entsprechender operativer Sequenzen einen Verbleib im Kompar- 
timent des Entstehens, dem Zytosol, gewahrleisten (Kermode, Grit. 
Rev. Plant Sci . 15, 4 (1996), 285-423). 

40 Erf indungsgemaS sind ferner Vektoren, die mindestens eine Kopie 
der erf indxxngsgemaSen Nukleinsauresequenzen und/oder der erfin- 
dungsgemSiSen Expressienskassetten enthalten. 

Unter Vektoren sind aulSer Plasmiden auch alle anderen dem Fach- 
..45 mann bekannten Vektoren, wie beispielsweise Phagen, Viren wie 
SV40, CMV, Baculovirus, Adenovirus, Transposons, IS-Elemente, 
Phasmide, Phagemide, Cosmide, lineare oder zirkulare DNA z-u 
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verstehen. Diese Vektoren konnen autonom im Wirtsorganismus 
repliziert oder chromosomal repliziert werden bevorzugt ist eine 
chromosomale Replikation. 

5 In einer weiteren Ausgestaltungsf orm des Vektors kann die 

erf indungsgexnaSe Nukleinsaurekonstrukt auch vorteilhaf terweise 
in Form einer linearen DNA in die Organismen eingefuhrt werden 
und tiber heterologe oder homologe Rekombination in das Genom des 
Wirtsorganismus integriert werden, Diese lineare DNA kann aus 
10 einem linearisierten Plasmid oder nur aus dem Nukleinsaure- 
konstrukt als Vektor. oder den verwende.ten. Nukleinsauresequenzen 
bestehen. 

Weitere prokaryotische und eukaryotische Expressions systeme sind 

•5 genannt in Kapitel 16 und 17 in Sambrook et al . , ^'Molecular Clo- 
I ning: A Lat^oratory Manual," 2nd, ed, , Cold Spring Harbor Labora- 
tory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY, 1989, Weitere vorteilhaf te Vektoren werden in Hellens et al . 
(Trends in plant science, 5, 2000) beschrieben. 

20 

Die erf indungsgemaSe Expressionskassette sowie davon abgeleitete 
Vektoren konnen zur Transformation von Bakterien, c:yanobakterien, • 
Hef en, filamentdsen Pilzen und Algen und eukaryontischen, nicht . 
humanen Zellen (z.B. Insektenzellen) mit dem Ziel der rekombinan- \ 
25 ten Herstellung der NCR eingesetzt werden, wobei sich die Her- 
stellung einer geeigneten Expressionskassette nach dem Organis- 
mus, in welchen das Gen exprimiert werden soli, richtet. 

In einer weiteren vorteilhaf ten Aus fiihrungs form konnen die im 
erf indungsgemaiSen Verfahren verwendeten Nukleinsauresequenzen 
^^^B auch alleine in einen Organismus eingebracht werden. 

_ Sollen neben den Nukleinsauresequenzen weitere Gene in den 

Organismus eingefuhrt werden, so konnen alle zusammen in einem 
35 einzigen Vektor oder jedes einzelne Gen in je einem Vektor in den 
Organismus eingebracht werden, wobei die verschiedenen Vektoren 
gleichzeitig oder sukzessive eingebracht werden k6nnen. 

Hierbei kann das Einbringen der erf indungsgemaiSen Nuklein- 
40 s^ure(n), der Expressionskassette oder des Vektors in die ent- 
sprechenden Organismen (Transf oiroation) prinzipiell nach alien 
dem Fachmann bekannten Methoden erfolgen. 

Fur Mikroorganismen kann der Fachmann entsprechende Methoden den 
45 Lehrbachern von Sambrook, J. et al . (1989) **Molecular cloning: A 

laboratory manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, von F.M. 
^ Ausubel et al . (1994) '"Current protocols in molecular biology". 
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John Wiley and Sons, von D.M. Glover et al . , DNA Cloning Vol.1, 
(1995), IRL Press (ISBN 019-963 476-9), von Kaiser et al . (1994) 
Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Habor Laboratory Press 
Oder Guthrie et al. ''Guide to Yeast Genetics and Moleculcir Bio- 
5 logy". Methods in Enzymology, 1994, Academic Press entnehmen. 

Fur dikotyle Pflanzen konnen die beschriebenen Methoden zur 
Transformation \ind Regeneration von Pflanzen aus Pf lanzengeweben 
Oder Pf lanzenzellen zur transienten oder stabilen Transformation 

10 genutzt werden. Geeignete Methoden sind das biolistische Verfah- 
rens oder durch Protoplastentransf ormation (vergl , z.B. Willmit- 
zer, L., 1993 Transgenic plants. In: Biotechnology, A Multi-Vo- 
lume Comprehensive Treatise • (H.J. Rehm, G. Reed, A. PQhler, 
P. Stadler, eds . ) , Vol. 2, 627-659, VCH Weinheim-New York-Basel- 

15 Cambridge) , die Elektroporation, die Inkubation trockener Embryo- 
nen in DNA-hal tiger Los\mg, die Mikroinjektion und der durch 
Agrobacterium vemittelte Gentransfer. Die genannten Verfahren 
sind beispielsweise in B. Jenes et al . , Techniques for Gene 
Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utili- 

20 zation, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press 

(1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. Plant Physiol. Plant- 
Molec.Biol. 42 (1991) 205-225) beschrieben. i 

Die Transformation mittels Agrobakterien sowie die fur die Trans- 
25 formation zu verwendenden Vektoren sind dem Fachmann bekannt und 
in der Literatur ausfiihrlich beschrieben (Bevaj:i et al . , Nucl. 
Acids Res. 12 (1984) 8711. Die intermediSren Vektoren kSnnen auf- 
griind von Sequenzen, die homolog zu Seq[uenzen in der T-DNA sind, 
durch homologe Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agro- 
30 bakterien integriert werden. Dieses enthalt au£erdem die fur den 
I Transfer der T-DNA notwendige vir-Region. Intezmediare Vektoren 
konnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines Helfer- 
plasmids ksuin der intermediare Vektor auf Agrobacterivim tumefa- 
ciens ubertragen werden (Konjugation) . Binare Vektoren konnen so- 
35 wohl in E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthal- 
ten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, . 
welche von der rechten Mtid linken T-DNA Grenz region eingerahmt 
werden. Sie kSnnen direkt in die Agrobakterien transf ormiert wer- 
den (; Holsters et al . Mol . Gen. Genet. 163 (1978), 181-187) , 
40 EP A 0 120 516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector System Off- 
setdrukkerij Kanters B.V., Alblasserdam (1985), Chapter V; Fraley 
et al., Crit. Rev. Plant, Sci . / 4: 1-46 und An et al . EMBO J. 4 
(1985) , 277-287) . 



.45 Auch die Transformation monokotyler Pflanzen mittels Agro- 
bacterium basierender Vektoren wurde beschrieben ( Chan et al, 
. Plant Mol. Biol. 22(1993), 491-506; Hiei et al. Plant J. 6 (1994) 
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271-282; Deng et al; Science in China 33 (1990), 28-34; Wilmink 
et al, Plant Cell Reports 11,(1992) 76-80; May et al; Bio- 
technology 13 (1995) 486-492; Conner \md Domisse; Int. J. Plant 
Sci. 153 (1992) 550-555; Ritchie et al; Transgenic Res . (1993) 
5 252-265) . Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen 
Pflanzen sind die Transformation mittels des biolistischen An- 
satzes (Wan und Lemaux; Plant Physiol. 104 (1994), 37-48; Vasil 
et al; Biotechnology 11 (1992), 667-674; Ritala et al. Plant Mol . 
Biol 24, (1994) 317-325; Spencer et al , Theor, Appl. Genet. 79 
10 (1990), 625-631) die Pro topi as tentrans format ion, die Elektro- 

poration von partiell permeabilisierten Zellen ; die Einbringung 
von DNA mittels Glasfasem. Insbesondere die Transformation von 
Mais wurde in der Literatur mehrfach beschrieben (vgl. z.B. 
WO 95/06128; EP 0513849 Al; EP 0465875 Al; EP 0292435 Al; Fromm 

•5 et al. Biotechnology 8 (1990), 833-844; Gordon-Kamm et al, Plant 
) Cell 2 (1990); 603-618; Koziel et al. Biotechnology 11(1993) 
194-200; Moroc et al, Theor Applied Genetics 80 (190) 721-726) . 
Bei der Trsmsf ormation von filamentosen Pilzen bieten sich zum 
einen die Herstellung von Protoplasten und Transformation mit 
20 Hilfe von PEG (Wiebe et al . (1997) Mycol . Res. 101 (7): 971-877; 
Proctor et al. (1997) Microbiol. 143, 2538-2591), zum anderen die 
Trcuas formation xinter zur Hilfe nahme von Agrobacterium tumefa- 
ciens (de Groot et al. (1998) Nat. Biotech. 16, 839-842) an. 

25 Auch die erfolgreiche Transformation anderer Getreidearten v^Airde 
bereits beschrieben z.B. ftir Gerste ( Wan und Lemaux, s.o.; 
Ritala et al, s.o.; Weizen ( Nehra et al, Plant J. 5(1994) 
235-297). 

Mit einem erf indungsgemaJSen Vektor transf ormierte Agrobakterien 
^^^^ konnen ebenfalls in bekannter Weise zur Transformation von 
^^^r Pflanzen wie Testpflanzen wie Arabidopsis oder Kulturpf lanzen wie 
Getreide, Mais, Hafer, Roggen, Gerste, Weizen, Soja, Reis, Ba\jm- 
wolle, Zuckerrube, Canola, Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, 
35 Tabak, Tomate, Karotte, Paprika, Raps, Tapioka, Maniok, Pfeil- 
wurz, Tagetes, Alfalfa, Salat und den verschiedenen Baum-, NuJS- 
xmd Weinspezies verwendet werden, z.B. indem verwundete Blatter 
Oder Blattstticke in einer Agrobakterienlosung gebadet und an- 
schlieiSend in geeigneten Medien kultiviert werden. 

40 

Die genetisch veranderten Pf lanzenzellen konnen uber alle dem 
Fachmann bekannten Methoden regeneriert ^erden. Entsprechende 
Methoden konnen den oben genannten Schriften von S.D. Kung und 
R. Wu, Potrykus oder Hofgen und Willmitzer entnommen werden. 

45 
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Die durch Transformation mit einer der oben beschriebenen Ausftih- 
rungsfoaonen einer Expressionskassette, enthaltend eine erfin- 
dungsgemaSe Nukleinsauresequenz oder einem Vektor, enthaltend die 
vorstehend genannte Expressionskassette, hergestellten transgenen 
5 Organismen sowie die mitt els Expression aus dem transgenen Orga- 
nismus erhaltliche rekombinante NCR sind Gegenstand der vorlie- 
genden Erfindung. Ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erf indung 
ist die Verwendung von transgenen Organismen enthaltend eine er- 
f indungsgem^e Expressionskassette z.B, far die Bereitstellung 
10 rekombinanten Proteins xind/oder die Verwendung dieser Organismen 
in in vivo Testsystemen. 

Bevorzugte Organismen fur die rekombinante Expression sind sind 
neben Bakterien, Hefen, Moose, Algen, Pilze auch eukaryontische 
15 Zellinien. 

Bevorzugte Moose sind Physcomitrella patens oder weitere in Kryp- 
togamen, Bd.2, Moose, Fame, 1991, Springer Verlag (ISBN 
3540536515), beschriebene Moose. 

20 

Innerhalb der Bakterien sind Bakterien der Gattung Escherichia, 
Erwinia, Flavobacterium, Alcaligenes oder Cyanobakterien zum Bei- 
spiel der Gattung Synechocystis oder Anabena bevorzugt. 

25 Bevorzugte Hefen sind Candida, Saccharomyces , Schizosaccheromy- 
ces, Hansenula oder Pichia. 

Bevorzugte Pilze sind Aspergillus, Trichodeirma , Ashbya, Neuros- 
pora, Fusarium, Beauveria, Mortierella, Saprolegnia, Pythium, 

30 Oder weitere in Indian Chem Engr. Section B. Vol 37, No 1,2 

k (.1995) beschriebene Pilze. 

Bevorzugte Pflanzen sind insbesondere ausgewahlt unter monokoty- 
len Kulturpf lanzen, wie zum Beispiel Getreidearten wie Weizen, 

35 Gerste, Hirse, Roggen, Triticale, Mais, Reis oder Hafer sowie dem 
Zuckerrohr. Ferner sind die erf indungsgemaSen transgenen Pflanzen 
insbesondere ausgewahlt unter dikotylen Kulturpf lanzen, wie zum 
Beispiel Brassicacae wie Raps, Kresse, Arabidopsis, Kohlarten 
Oder Canola; Leguminosae wie Soja, Alfalfa, Erbse, Bohnengewach- 

40 sen Oder Erdnuss Solanaceae wie Kartoffel, Tabak, Tomate, Auber- 
gine Oder Paprika; Asteraceae wie Sonnenblume, Tagetes, Salat 
Oder Calendula; Cucurbitaceae wie Melone, Kilrbis oder Zucchini, 
Oder Lein, Baumwolle, Hanf, Flachs, Roter Pfeffer, Mohre, Ka- 
rotte, Zuckerrabe oder verschiedene Baum-, Nuss- \ind Weinspecies . 
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Prinzipiell sind als Wirtsorganismen auch transgene Tiere geei- 
gnet wie beispielsweise C. elegans . 

Bevorzugt ist auch die Verwendung von Express ion systemen und Vek- 
5 toren, die offentlich zuganglich oder kommerziell erhaltich sind. 

Zur Verwendung in E. coli Bakterien sind die typischen vorteil- 
haften, kommerziell erhaltlichen Fusions- und Expressionsvektoren 
pGEX [Pharmacia Biotech Inc; Smith. D.B, and Johnson, K.S. (1988) 
10 Gene 67 : 3 1-40] , pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) and pRIT5 
(Pharmacia, Piscataway, NJ) welches Glutathion S-transf erase 
beinhaltet (GST) , Maltose Bindeprotein, oder Protein A, die pTrc- 
Vektoren (Amann et al . , (1988) Gene 69:301-315) der ^^pKK233-2" 
von CLONTECH, Palo Alto, CA und die "pET"-, und die "pBAD^-Vek- 
tor-Serien von Stratagene, La Jolla zu nennen. 



Weitere vorteilhaf te Vektoren zur Verwendiing in Hefe sind pYep- 
Seel (Baldari, et al . , (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan 
and Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz 
20 et al., (1987) Gene 54:113-123), and pYES-Derivate, pGAPZ-Deri- 
vate, pPICZ-Derivate sowie die Vektoren des '"Pichia Expression 
Kit" (Invitrogen Corporation, San Diego, CA) . Vektoren fur die 
Nutzung in filamentosen Pilzen sind beschrieben in: van den Hon- 
del, C. A. M.J. J. &L Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and 
25 vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecular 
Genetics of Fungi, J.F. Peberdy, et al., eds . , p. 1-28, Cambridge 
University Press: Cambridge. 



Alternativ konnen auch vorteilhaft Insektenzellexpressions- 
vektoren genutzt werden z.B. fur die Expression in Sf9, Sf21 oder 
His Zellen, welche iiber rekombinante Baculoviren infiziert wer- 
den. Dies sind z.B. die Vektoren der pAc Serie (Smith et al . 
(1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) und der pVL series (Lucklow 
and Summers (1989) Virology 170:31-39) . Weiterhin genannt seien 
35 die Baculovirus Expressionssysteme "MaxBac 2.0 Kit" und **Insect 
Select System" von Invitrogen, Calsbald oder '^BacPAK Baculovirus 
Expressionssystem" von CLONTECH, Palo Alto, CA. Insektenzellen 
eignen sich in besonderer Weise zur Uberexpression eukaryonti- 
scher Proteine, da sie posttranslationale Modif ikationen der Pro- 
40 teine durchfiihren, die in Bakterien und Hefen nicht moglich sind. 
Die Handhabung von Insektenzellen in Zellkultur sowie ihre Infek- 
tion zur Expression von Proteinen sind dem Fachmann bekannt und 
konnen in Analogie zu bekannt en Methoden erfolgen (Luckow und 
Summers, Bio /Tech. 6, 1988, pp. 47-55; Glover and Hames (eds) in 
45 DNA Cloning 2, A practical Approach, Expression Systems, Second 
Edition, Oxford University Press, 1995, 205-244). 
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Des weiteren konnen zur Genexpression vorteilhaft Pf lanzenzellen 
Oder Algenzellen genutzt werden. Beispiele fiir Pflanzen- 
expressionsvektoren finden sich wie obenstehend eirwatmt in Bek- 
ker, D., et al • (1992) ''New plant binary vectors with selectable 
5 markers located proximal to the left border". Plant Mol . Biol. 
20: 1195-1197 Oder in Bevan, M.W. (1984) "Binary Agrobacteriiam 
vectors for plant transformation", Nucl . Acid. Res. 12: 
8711-8721. 

10 Weiterhin konnen die erf indungsgemaSen Nukleinsauresequenzen 
in Saugerzellen exprimiert werden. Beiipiel fiir entsprechende 
Express ionsvektoren sind pCDM8 und pMT2PC genannt in: Seed, B, 
(1987) Nature 329:840 oder Kaufman et ^1, (1987) EMBO J. 
6:187-195) . Dabei sind vorzugsweise zu nutzende Promotoren vi- 

15 ralen Ursprungs wie z.B. Promotoren des Polyoma, Adenovirus 2, 
Cytomegalovirus oder Simian Virus 40. Weitere prokaryotische und 
eukaryotische Expressionssysteme sind genannt in Kapitel 16 und 
17 in Sambrook et al . , Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
2nd, ed.. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 

20 Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. Weitere vorteil- 
hafte Vektoren werden in Hellens et al . (Trends in plant science 
5, 2000) beschrieben. i 

Die mit einer erf indiingsgemaSen Expressionskassette transformier 
25 ten Organismen werden unter dem Begriff '^erf ind\ingsgemafier trans 
gener Organismus" bezeichnet. 

Ein weiterer Gegenstahd der vorliegenden Erfindung ist die Ver- 
wendung von NCR in einem Verfahren zur Identif izierung von Ver- 
30 bind\ingen mit herbizider Wirkung. 

Bevorzugt umfasst das erf indungsgemaiSe Verfahren zur Identifizie 
rung von Verbindungen mit herbizider Wirkung die folgenden 
Schritte : 

35 

i. Inkontaktbringen einer NCR mit einer oder mehreren Testver- 
bindungen unter Bedingungen, die die Bindung der Testverbin- 
dung(en) an die NCR erlauben; und 

40 ii. Nachweis, ob die Testverbindung an die NCR aus i) bindet; 
Oder 



iii . Nachweis , ob die Testverbindung die Aktivitat der NCR aus i) 
reduziert oder blockiert; oder 
45 ' . 
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iv. Nachweis, ob die Testverbindxing die Transkription, Transla- 
tion Oder Expression der NCR aus i) reduziert oder blockiert. 

Der Nachweis gemafi Schritt (ii) des oben stehenden Verfahrens 
5 kann anhand von Techniken, welche die Wechselwirkung zwischen 
Protein und Ligand aufzeigen, erfolgen. Hierbei kann entweder die 
Testverbindung oder das Enzym eine detektierbare Markiemmg ent- 
halten, wie z.B. eine f luoreszierende, radioisotope, chemilioini- 
neszierende oder enzymatische Markieirxing . Beispiele fur enzymati- 
10 sche Markierungen sind Meerrettich Peroxidase, alkalische Phosp- 
hatase Oder Luzifierase. Die anschlieSende Detektion richtet sich 
nach der Markierung iind ist dem Fachmann bekannt. 

Hierbei sind insbesondere fOnf bevorzugte Ausf uhrungsf ormen zu 

•5 nennen, die im Zusaromenhang mit der vorliegenden Erfindung auch 
I fiir Hochdurchsatzmethoden (High Troughput Screening, HTS) geei- 
gnet sind: 




1. Uber Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) (Proc, 
20 Natl. Acad. Sci. USA (1994) 11753-11575) laSt sich die durch- 

schnittliche Dif fusionsrate eines Fluoreszenzmolekiils in Ab- 
hsLngigkeit zur Masse in eineiti kleinen Probenvo^liimen bestim- 
men. Durch Messen der Massenanderung bzw. der daraus resul- 
tierenden veranderten Dif funsionsrate einer Testverbindung 
25 beim Binden an die NCR laEt sich FCS zur Bestimmung von Pro- 

tein-Ligand-Wechselwirkungen einsetzten. Bin erf indungsgema- 
Ses Verfahren kann direkt zur Messung der Bindung einer durch 
ein Fluoreszenzmolekul markierten Testverbindung aufgebaut 
werden. Alternativ kann das erf indungsgemafSe Verfahren so 
konzipiert sein, dass eine durch ein Fluoreszenzmolekul itiar- 
kierte chemische Ref erenzverbindung durch weitere Testverbin- 
dungen verdrangt wird ( "Verdrandungsassay" ) . Die so identifi- 
zierten Verbindxingen konnen als Inhibitoren geeignet sein. 

35 2. Die Fluoreszenzpolarisation nutzt die Eigenschaft eines mit 

polarisiertem Licht angeregten ruhenden Fluorophors ebenfalls 
wieder polarisiertes Licht zu emittieren. Kann der Fluorophor 
allerdings wahrend des angeregten Zustands rotieren, so geht 
die Polarisation des emittierten Fluoreszenzlichts mehr oder 

4 0 weniger verier en. Bei sonst gleichen Bedingungen (z.B. Tempe- 

ra tur, Viskosit^t, Lasungsmittel) ist die Rotation eine Funk- 
tion der MolekiilgroiSe, womit man uber das Messsignal eine 
Aussage iiber die GrolSe des am Fluorophor gebundenen Rests 
treffen kann (Methods in Enzymology 246 (1995), pp. 283-300). 

45 Ein erf indxmgsgemaSes Verfahren kann direkt zur Messung der 

Bindung einer durch ein Fluoreszenzmolekul markierten Test- 
verbindung an die NCR aufgebaut werden. Alternativ kann das 
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erfindungsgemaSe Verfahren auch in Form des iinter 1 beschrie- 
benen ^^Verdrangimgsassays" konzipiert sein. Die so identifi- 
zierten Verbindxingen konnen als Inhibitoren geeignet sein. 

5 3. Fluoreszenz-Resonanz Energie Tranfer" (FRET) basiert auf der 
strahliingslosen Energieiibertragung zwischen zwei raiainlich be- 
nachbarten Fluoreszenzmolekiilen unter geeigneten Bedingungen. 
Eine Voraussetzung ist die Uberlappung des Emissionsspektanoms 
des Donormolekuls mit dem Anregungsspektirijm des Akzeptormole- 

10 kuls. Durch Fluoreszenzmarkierung der NCR iind den auf Bindving 

Tetsverbindung kann mittels FRET die Bindung gemessen werden 
(Cytometry 34, 1998, pp. 159-179)- Alternativ kann das erfin- 
dungsgemaSe Verfahren auch in Form des unter 1 beschriebenen 
"Verdrangungsassays" konzipiert sein. Eine besonders geei- 

15 gnete Ausfuhrungsf orm der FRET Technologie ist die "Homoge- 

nous Time Resolved Fluorescence" (HTRF) , wie sie von Packard 
Bioscience vertrieben wird. Die so identif izierten Verbindun- 
gen konnen als Inhibitoren geeignet sein. 

20 4. Surface Enhanced-Laser Desorption/Ionisation (SELDI) in Kom- 
bination mit einem ^^Time of Flight" Massenspektrometer (MAL-.. 
DI-TOF) ermoglicht die schnelle Analyse von iMolekiilen auf ei- 
nem Trager und kann zur Analyse von Protein-Ligand Wechsel- 
wirkungen verwendet werden (Worral et al . , (1998) Anal. Bio-- 
25 chem, 70:750-756). In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm immo- 

bilisiert man nun die NCR auf einem geeigneten Trager und in- 
kubiert diesen mit der Testverbindung . Nach einem oder mehre- 
ren geeigneten Waschschritten kann man die an die NCR zusStz- 
lich gebundenen Molekule der Testverbindung mittels der oben 
3 0 erwahnten Methodik detektieren und somit Inhibitoren selek- 

tieren. Die so identif izierten Verbindungen kdnnen als Inhi- 
bitoren geeignet sein. 

5. Die Messung von Oberflachen Plasmonenresonanz basiert auf der 
35 Anderung des Br echnungs indexes an einer Oberflache beim Bin- 

den einer Testverbindimg an ein auf besagter Oberflache immo- 
bilisierten Protein. Da die Andeonong des Br echiongs index fur 
eine definierte Anderung der Massenkonzentration an der Ober- 
flache quasi fur alle Proteine und Polypeptide identisch ist, 
40 kann diese Methode prinzipiell auf jedes Protein angewendet 

werden (Lindberg et al . Sensor Actuators 4 (1983) 299-304; 
Malmquist Mat\ire 361 (1993) 186-187) , Die Messung kann bei- 
pielsweise mit Hilfe der von Biacore (Freiburg) vertriebenen 
auf Oberf lachen-Plasmonenresonanz basierenden Analyseautoma- 
45 ten in einem Durchsatz von derzeit bis zu 384 Proben pro Tag 

diirchgeftihrt werden. Ein erf indungsgemSSes Verfahren kann di- 
rekt zur Messung der Bindung einer Testverbindiing an die NCR 
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aufgebaut warden. Altemativ kann das erf indiingsgemage Ver~ 
fahren auch in Form des unter 1 beschriebenen ^^Verdrangungs- 
assays^ konzipiert sein. Die so identif izierten Verbindungen 
konnen als Inhibitor en geeignet sein. 

5 

Samtliche, uber die oben genannten Verfahxen identif izierten Sob- 
stanzen konnen anschliefiend in einer anderen Ausfiihrungsf orm des 
erfindungsgemafien Verfahrens auf ihre herbizide Wirkung iiberpruft 
werden . 

10 

Auch besteht die MogXichkeit, liber Aufklarung der dreidimensiona- 
len Struktur der NCR mitt els Rontgenstruktur analyse weitere po- 
tentielle herbizide Wirkstoffe mittels. ^^Molecular Modelling" zu 
detektieren. Die Herstellung von fur die Rontgenstruktur analyse 
^5 benotigten Proteinkristallen sowie die entsprechenden Messungen 
m und anschlielSenden Auswertungen dieser Messungen; die Detektion 
einer Bindiingstelle im Protein sowie die Vorhersage moglicher In- 
hibitors truktiiren sind dem Fachmann bekannt. tJber "Molecular Mo- 
delling" ist prinzipiell auch eine Optimierung der liber die oben 
2 0 genannten Verfahren identif izierten Verbindungen moglich. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsf orm des erf indungsgemaSen Verfahrens, • 
das auf den Schritten i) und ii) basiert, besteht darin, dafi 



25 i. eine NCR in einem erf indungsgemaSen, transgenen Organismus 

exprimiert wird oder ein Organismus, der naturgemaE eine NCR 
enth^lt, kultiviert wird; 

ii. die NCR aus Schritt i) im Zellauf schluss des transgenen bzw. 

iO nicht transgenen Organismus, in partiell gereinigter Form 

I Oder in zur Homogenitat gereinigten Form mit einer Testver- 

^ bindung in Kontakt gebracht wird; und 

iii. eine Verbindung selektiert wird, welche die Aktivitat der NCR 
35 reduziert oder blockiert, wobei die Aktivitat der mit der 

Testverbindung inkubierten NCR mit der Aktitivtat einer 
nicht mit einer Testverbindxing inkubierten NCR ermittelt 
wird. 

40 Die NCR enthaltende Losung kann aus dem Lysat des ursprunglichen 
Organismus oder des transgenen, mit einer erf indungsgemaSen Ex- 
pressionskasette trans formier ten Organismus bestehen. Falls er- 
forderlich kann die NCR partiell oder vollstandig uber gangige 
Methoden auf gereinigen werden. Eine allgemeine Ubersicht uber 

45 gangige Techniken zur Reinigung von Proteinen sind beispielsweise 
in Ausubel, F.M. et al . , Current Protocols in Molecular Biology, 
Greene Piiblishing Assoc. and Wiley- Interscience (1994); ISBN 
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0-87969-309-6 beschrieben. Bei rekombinanter Darstellung kann 
eine Reinigung des rtiit einem Af f initats-Tag fusionierten Proteins 
liber nach dem Fachmann bekannten Af f initatschromoatographie er- 
folgen. Die Auf reinigung der NCR aus menschlichem Gewebe kann 
5 beispielsweise nach dem Verfahren von Jollie at al. (Plant Phy- 
siol. 85, pp. 457-462, 1987) erfolgen. 

Die fur in vitro Verfahren benStigte NCR karin somit entweder mit- 
tels heterologer Expression aus einem erf indungsgemafien, transge- 
10 nen Organismus Oder aus einem Organismus, der eine NCR Aktivitat 
enthalt, isoliert werden, vorzugsweise/aus einer unerwiinschten 
Pflanze, wobei xinter dem Begriff der unerwunschten Pflanze die 
eingangs erwahnten Spezies zu verstehen sind. 

15 Zur Identif izierung von herbiziden Verbindungen wird nun die NCR 
mit einer Testverbindixng inkubiert. Nach einer Reaktionszeit wird 
die Aktivitat der mit der Testverbindung inkubierten NCR mit der 
Aktitivtat einer nicht mit einer Testverbindung inkubierten NCR 
ermittelt. Bei Inhibition der NCR beobachtet man eine signifi- 

20 kante Abnahme der Aktivitat im Vergleich zur Aktivitat des nicht 
inhibierten erf indungsgemaSen Polypeptides, wobei eine Abnahme 
von mindestens 10%, vorteilhaft mindestens 20%, jDevorzugt minde- 
stens 30%, besonders bevorzugt um mindestens 50% bis hin zu einer 
100% Reduktion (Blockierung) erzielt wird. Bevorzugt mindestens 

25 50% Hemmung bei Konzentrationen der Testverbindung von 10"^ M, be- 
vorzugt bei 10"5 besonders bevorzugt von 10"^ M bezogen auf En- 
zymkonzentration im mikromolaren Bereich. 

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der NCR kann bei- 
30 spielsweise uber einen Aktivitatstest erfolgen, in welchem die 
Zunahme des Produktes, die Abnahme des Substrates (oder Eduktes) 
Oder die Abnahme eines spezifischen Cofaktors oder Uber eine Kom- 
bination aus mindestens zwei der vorstehend genannten Parameter 
in Abhangigkeit einer definierten Zeitspanne bestimmt werden. 

35 

Beispiele fur geeignete Substrate sind z.B. Ferricytochrom b5,Ka- 
li\Jin-Ferricyanid, 2 , 6-Dichlorphenolindophenol , Methemerythrin, 
p-Benzoquinon oder 5-Hydroxy-l , 4-Naphtoquinon bevorzugt Ferricy- 
tochrom b5, Kalium-Ferricyanid, 2 , 6-Dichlorphenolindophenol be- 
senders bevorzugt Ferricytochrom b5 , Kalium-Ferricyanid ganz be- 
sonders bevorzugt Kalium-Ferricyanid and fur geeignete Cofaktoren 
NADH. Gegebenenfalls kSnnen auch Derivate der vorstehend genann- 
ten Verbindungen verwendet werden, die eine detektierbare Markie- 
rung enthalten, wie z.B. eine f luoreszierende, radioisotope oder 
. chemilumineszierende Markierung. 
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Die fur den Aktivi tats test einzusetzenden Mengen an Substrat lie- 
gen zwiscfaen 0.5-10 mM und Mengen an NADH zwischen 0-1-5 mM bezo- 
gen auf 1-100 p.g/ml Enzym. 

5 In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsf orm wird der Umsatz 
eines Siibstrates photometrisch verfolgt, angelehnt an ein von Mi- 
hara \md Sato (Methods Enzymol , , 52, 1978, pp. 102-108) beschrie- 
benes Verfahren, welches auf der Reduktion von Kalixom-Ferrcyanid 
und der photometrische Messung bei 420 nm basiert. 

10 

Eine bevorzugte Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaSen Verfahrens, 
das auf den Schritten i) und iii) basiert, besteht aus den fol- 
genden Schritten: 

5 i. Herstellung eines erf indiingsgemaJSen transgenen Organismus; 

ii. Aufbringen einer Testverbindung auf den transgenen Organismus 
nach i) und auf einen nicht- transgenen Organismus des glei- 
chen Genotyps; 

0 

iii . Bestirnmen des Wachstunas oder der Uberlebensf ahigkeit des 
transgenen und des nicht transgenen Organismu^ nach der Auf- 
bringung der Testverbindung; und 

25 iv. Selektion von Testverbindungen, die ein vezmindertes Wachstum 
Oder eingeschrankte Uberlebensf ahigkeit des nicht- transgenen 
Organismus bewirken verglichen mit dem Wachstum des transge- 
nen Organismus bewirken. 



30 Hierbei betragt der Wachstumisunterschied der in Schritt iv) zur 
^ Selektion eines Inhibitors mit herbizider Wirkijing mindestens 10%, 
W vorzugsweise 20%, bevorzugt 30%, besonders bevorzugt 40% und ganz 
besonders bevorzugt 50%. 

35 Der transgene Organismus ist hierbei ein Bakterium, eine Hefe, 

ein Pilz, eine Pflanze oder eine eukaryontische Zellinie (aus In- 
sekten oder S^ugetieren wie z,B. Maus) , bevorzugt Pflanzen, Bak- 
terien oder Hefen, die sich mittels gangiger Techniken leicht 
trans formier en lassen, wie Arabidopsis thaliana, Solanuia tubero- 

40 sum, Nicotiana Tabacum oder Saccharomyces cerevisiae in welchen 
die fiir ein erf indungsgem^fie Polypeptid kodierende Sequenz aber 
Trans foirmat ion inkorporiert wurde. Diese transgenen Organismen 
weisen daher eine erhohte Toleranz gegen Verbindungen auf, welche 
das erf indungsgemaiSe Polypeptid inhibieren. Saccharomyces cerevi- 

45 siae bietet sich hier insbesondere an, well ihr Genom vollst^ndig 
sequenziert ist \ind sie leicht zur Herstellung von "knock- 
out "-Mutan ten verwendet werden kann und das in diesem Organismus 



0 0 - 
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vorhandene analoge NCR-Gen gezi^lt ausgeschaltet werden kaim 
(z.B. Methods in Yeast Genetics, Kaiser, Michaelis, Mitchell 
(eds.) CSHL Press, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994: 

73-85), 

5 

Die vorstehend genannte Ausfuhriingsf orm des erf indungsgemaEen 
Verfahrens kann jedoch auch zur Identif izierung von Verbindungen 
mit wachstiimsregulatorischer Wirkung verwendet werden. Hierbei 
wird als transgener Organisitius eine Pflanze eingesetzt. Das Ver- 
io fahren zur Identif izierung von Verbindxmgen mit wachsturtisregula- 
torischer Wirkung umfasst somit die folgenden Schritte: 

i. Herstellung einer transgenen Pflanze enthaltend eine erfin- 
dungsgemaiSe Nukleinsauresequenz kodierend fiir eine NCR; 

15 

ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf die transgene Pflanze nach 
i) und auf eine nicht- transgene Pflanze der gleichen Sorte; 

iii . Bestiinmen des Wachstums oder der Oberlebensf ahigkeit der 
2 0 transgenen und der nicht transgenen Pflanze nach dem Aufbrin- 

gen der Testsubstanz; und 

I 

iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein verandertes Wachstum 
der nicht- transgenen Pflanze bewirken verglichen mit dem 
25 Wachstum der transgenen Pflanze. 

Hierbei werden in Schritt iv) Testverbindungen selektiert, die 
ein verandertes Wachstum des nicht- transgenen Organismus bewirken 
verglichen mit dem Wachstum des transgenen Organmismus bewirken. 

30 Unter verandertem Wachstum ist hierbei eine Hemmung des vegetati- 
ven Wachstums der Pflanzen zu verstehen, was sich insbesondere in 
einer Reduzierung des Langenwachstioms SuSeren kann. Die behandel- 
ten Pflanzen weisen demgemaE einen gedrungenen Wuchs auf; auSer- 
dem ist eine dunklere Blattfarbung zu beobachten. Weiterhin ist 

35 unter verandertem Wachstum auch eine zeitliche Veranderung des 
Reif everlauf s , eine Heummung oder Vermehrungen seitlicher Ver- 
zweigungen der Pflanzen, eine Verkiirzung bzw. Verlangerung der 
Entwicklungsstadien, eine Erhohung der Standf estigkeit , das 
Wachstum grol^erer Mengen an Knospen, Bluten, Slattern, Friichten, 

4 0 Samenkornem, Wurzeln und Knollen, eine Erhohung des Zuckergehal- 
tes in Pflanzen wie ZuckerrCiben, Zuckerrohr sowie Zitrus friichten, 
des Proteingehaltes in Pflanzen wie Getreide oder Soja oder 
eine Stimulierung des LatexfluS an Gummibaumen zu verstehen. Die 
Detektion dieses veranderten Wachstums ist dem Fachmann bekaniit . 

45 
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Nach deiti erf indungsgemalSen Verfahren konnen auch mehrere Testver- 
bindungen in einem erf indimgsgemafien Verfahren eingesetzt werden. 
Wenn durch eine Gruppe von Testverbindxangen eine Beeinflussung 
des Targets erfolgt, dann ist es entweder moglich, die einzelnen 
5 Testverbindungen direkt zu isolieren oder die Gruppe von Testver- 
bindungen in verschiedene Untergruppen zu teilen, z.B. wenn sie 
aus einer Vielzahl von verschiedenen Komponenten besteht, \iin so 
•die Zahl der verschiedenen Testverbinduingen im erf indungsgemSlSen 
Verfahren zu reduzieren. Das erf indungsgemaSe Verfahren wieder- 
10 holt man dann mit der einzelnen Testverbindung oder der entspre- 
chenden Untergruppe yon Testverbindungen/_ Abhangig von der Kom- 
plexitat der Probe konnen die oben beschriebenen Schritte mehr- 
mals wiederholt werden, vorzugsweise bis die gemsLS der erfin- 
dungsgemaSen Methode identif izierte Untergruppe nur noch eine ge- 

•5 ringe Anzahl von Testverbindungen oder nur noch eine Testvetbin- 
I dung umf aiSt . 

Alle oben beschriebenen Verfahren fur die Identif izierung von In- 
hibitor en mit herbizider Wirkung werden im folgenden als ''erfin- 
20 dungsgemafie Verfahren" bezeichnet. 

S&ntliche, aber die erf indungsgemaSen Verfahren identif izier ten 
Verbindungen oder Substanzen konnen anschlieEend auf ihre herbi- 
zide Wirkung in vivo uberprtift werden. Eine Moglichkeit zur Prii- 
25 fung der Verbindungen auf herbizide Wirkung ist die Verwendung 
der Wasserlinse Lemna minor in Mikrotiterplatten . Als Parameter 
konnen Veranderungen des Chlorophyllgehalts und die Photosynthe- 
sjeleistung gemessen werden. Es ist auch moglich, die Verbindung 
auf unerwlinschte Pflanzen direkt zu applizieren, wobei die herbi- 

^^^0 zide Wirkung z.B. viber eingeschranktes Wachstum festgestellt wer- 

^^^B den kann. 

Das erf indungsgemaJSe Verfahren kann auch vorteilhaft in Hoch- 
durchsatz verfahren, sog. HTS durchgeftihrt werden^ welches das 
35 parallele Testen einer Vielzahl verschiedener Verbindungen ermog- 
licht. 

Im HTS bietet sich fur die praktische Durchfuhrung die Verwendung 
von Tragern an, die eines oder mehrere der erf indungsgemalSen Nu- 

40 kleinsauremolekule, einen oder mehrere die erf ingungsgemalSe Nu- 
kleinsauresec[uenz enthaltenden Vektoren, einen oder mehrere 
transgene Organismen, welche mindestens eine der erf indiingsgema- 
Sen Nukleinsauresequenzen en thai ten oder eines oder mehrere 
(Poly) peptide codiert tiber die erf indungsgemaSen NukleinsSurese- 

45 c[uenzen enthalten. Der verwendete Trager kann fest oder flUssig 
sein, ist bevorzugt fest, besonders bevorzugt eine Mikrotiter- 
platte- Die vorstehend genannten Trager sind ebenfalls Gegenstsind 
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der vorliegenden Erfindiing. Geinafi der am weit verbreitesten Tech- 
nik warden 96-well, 384-well und 153 6 well Mikrotiterplatten ver- 
wendet, die in der Kegel Voliimina von 200fil tjmfassen konnen. Ne- 
ben den Mikrotiterplatten sind die weiteren Bestandteile eines 
5 HTS-Systems passend zu den entsprechenden Mikrotiterplatten wie 
viele Instruinente, Materialien, automatische Pipettiervorichtian- 
gen, Robotoren, automatisierte Plattenleser sowie Plattenwascher 
kommerziell erhaltlich. 

10 Neben den auf Mikrotiterplatten basierenden HTS-Verf ahren konnen 
auch sogenannte "free format assays" oder .Testsysteme, die zwi- 
schen den Proben keine physischen Barrieren aufweisen, verwendet 
werden wie z.B. in Jayaickreme et al.,- Proc. Natl. Acad. Sci 
U.S.A. 19 (1994) 161418; Chelsky, **Strategies for Screening Com- 

•15 binatorial Libaries, First Annual Conference of The Society for 
Biomolecular Screening in Philadelphia, Pa. (Nov. 710, 1995) ; 
Salmon et al . , Molecular Diversity 2 (1996), 5763 iind US 
5,976,813. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen mit her- 
bizider Wirkung identif iziert nach den erf indungsgemaSen Verfah- . 
ren. Diese Verbindungen werden im folgenden ''sel^ktierte Verbin-* 
dungen" genannt. Sie weisen ein Molekulargewicht von kleiner als 
1000 g/mol, vorteilhaft kleiner 500 g/mol, bevorzugt kleiner 400 
.25 g/mol, besonders bevorzugt kleiner 300 g/mol. Verbindungen mit 
herbizider Wirkung weisen einem Ki-Wert kleiner 1 mM, bevorzugt 
kleiner 1 flM, besonders bevorzugt kleiner 0,1 pM ganz besonders 
bevorzugt kleiner 0,01 |IM aufweisen. 

•30 Die selektierte Verbindungen konnen natiirlich auch in Form ihrer 
I landwirtschaf t brauchbaren Salze vorliegen. Unter landwirtschaf t- 
lich brauchbaren Salzen kommen vor allem die Salze derjenigen 
Kationen oder die Saureaddi tionssalze derjenigen Sauren in Be- 
tracht, deren Kationen beziehungsweise Anionen die herbizide Wir- 
35 kung der selektierte Verbindungen nicht negativ beeintrachtigen . 

Ferner kdnnen die selektierte Verbindungen sofern sie asymmetri- 
sch substituierte a~Kohlens tof f atome enthalten, entweder als Ra- 
cemate, Enantiomerengemische, reine Enantiomere oder, sofern sie 
40 chirale Substituenten aufweisen, auch als Diastereomerengemische 
vorliegen. 

Die selektierten Verbindungen konnen chemisch synthetisierte oder 
mikrobiologisch produzierte Stoffe sein und z.B. in Zellextrakten 
45 von z.B. Pflanzen, Tieren oder Mikroorganismen auftreten. Das Re- 
aktionsgemisch kann ein zellfreier Extrakt sein oder eine Zelle 
Oder Zellkultur umfassen. Geeignete Methoden sind dem Fachmann 
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bekannt ixnd werden z.B. allgemein beschrieben in Alberts, Molecu- 
lar Biology the cell, 3^^ Edition (1994), z.B. Kapitel 17. Die se- 
lektierte Verbindungen k5nnen auch aus umfangreichen Substanzbi- 
bliotheken stammen. 

5 

Mogliche Testverbindungen konnen Expressionsbibliotheken wie z.B. 
cDNA-Expressionsbibliotheken, Peptide , Proteine, Nukleinsauren, 
Antikorper, kleine organische Stoffe, Hormone, PNAs oder ahnli- • 
ches sein (Milner, Nature Medicin 1 (1995), 879-880; Hupp, Cell. 
10 83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell. 79 (1994), 193-198 und darin 
zitierte Referenzen) . 

Die selektierte Verbindungen konnen zvix Bekaiapfung von uner- 
wQnschtem Pf lanzenwuchs , unter Umstanden auch zur Defoliation, 

Pbeispielsweise von Kartoffeln, oder Desikkation, beispielsweise 
von Baumwolle, sowie als Wachstumsregulatoren verwendet werden. 
Herbizide Zusammensetzimgen, welche die selektierten Verbindungen 
enthalten, bekSirpfen Pf lanzenwuchs auf Nichtkulturf lichen sehr 
gut. In Kulturen wie Weizen, Reis, Mais, Soja und Baumwolle wir- 
20 ken sie gegen Unkrauter und Schadgraser, ohne die Kulturpflanzen 
nennenswert zu schadigen. Dieser Effekt tritt vor allem bei nie- 
drigen Aufwandmengen auf. Die selektierten Verbindungen konnen 
zur Bekampfung der oben bereits erwahnten Schadpf lemzen verwendet 
werden . 

25 

In Abhangigkeit von der jeweiligen Applikationsmethode konnen se- 
lektierten Verbindungen bzw. diese enthaltende herbizide Zusam- 
mensetzungen vorteilhaft noch in einer weiteren Zahl von Kultur- 
pflanzen zur Beseitigung unerwiinschter Pflanzen eingesetzt wer- 

»den. In Betracht kommen beispielsweise folgende Kulturen: 
Allium cepa, Ananas comosus, Arachis hypogaea. Asparagus 
officinalis. Beta vulgaris spec, altissima. Beta vulgaris spec, 
rapa, Brassica napus var. napus, Brassica napus var. napo- 
35 brassica, Brassica rapa var. silvestris. Camellia sinensis, 

Cartharcius tinctorius, Carya illinoinensis , Citrus limon. Citrus 
sinensis, Coffea arabica (Coffea canephora, Coffea liberica) , 
Cucuttiis sativus, Cynodon dactylon, Daucus carota, Elaeis 
guineensis, Fragaria vesca. Glycine max, Gossypium hirsutum, 
40 (Gossypixim arboreum, Gossypixim herbaceum, Gossypiim vitifolium) , 
Helianthus annuus, Hevea brasiliensis , Hordexam vulgare, Huxnulus 
lupulus , Ipomoea batatas, Juglans regia, Lens culinaris, Linum 
usitatissimum, Lycopersicon lycopersicuiti, Malus spec, Manihot 
esculenta, Medicago sativa, Musa spec, Nicotiana tabacum 
45 (N.rustica) , Olea europaea, Oryza sativa, Phaseolus lunatus, 
Phaseolus vulgaris, Picea abies, Pinus spec, Pisum sativum, 
Prunus avium, Prvmus persica, Pyrus communis, Ribes sylestre, 
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Ricinus communis, Saccharum of f icinarum, Secale cereale. Solarium 
t\aberos\Jin, Sorghiim bicolor (s. vulgare) , Theobroma cacao, Tri- 
foliiica pratense, Triticum aestivuiti, Trifcicum durum, Vicia faba, 
Vitis vinifera, Zea mays. 

Dariiber hinaus konnen die selektierten Verbindungen auch in Kul- 
turen, die durch Ziichfcung einschlielSlich gentechnischer Methoden 
gegen die Wirkung von Herbiziden tolerant sind, verwandt werden. 
Die Herstellung dieser Kulturen wird weiter unten beschrieben. 

Weiter Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
der oben bereits erwahnten herbiziden Zusammensetzung, dadurch 
gekennzeichnet dass man selektierten Verbindungen mit geeigneten 
Hilfsmitteln zu Pf lanzenschutzmitteln formuliert. 



Die selektierten Verbindungen konnen z.B. in Form von direkt ver- 
spriihbaren wassrigen Losungen, Pulvern, Suspensionen, auch hoch- 
prozentigen wafirigen, oligen oder sonstigen Suspensionen bzw. 
Suspoemulsionen oder Dispersionen, emulgierbaren Konzentraten, 

20 Emulsionen, Oldispersionen, Fasten, Staubemitteln, Streximi tteln 
oder Granulaten formuliert werden und durch Versprtihen, Verne- 
beln, Verstauben, Verstreuen oder GieBen angewendet werden. Die 
Anwendxingsformen richten sich nach den Verwendungszwecken und der 
Natur der selektierten Verbindungen und sollte in jedem Fall mog- 

25 lichst die feinste Verteilung der selektierten Verbindungen ge- 
wahrleisten. Die herbiziden Zusammensetzung enthalten eine herbi- 
zid wirksame Menge mindestens einer ' selektierten Verbindung und 
fur die Formulier\ing von herbiziden Zusammensetzungen iibliche 
Hilfsstoffe. 



Zur Herstellung von Emulsionen, Fasten oder vrassrigen oder olhal- 
tigen Formulierungen sowie dispergierbaren Konzentraten (DC) kon- 
nen die selektierten Verbindungen in einem Ql oder L5sungsmittel 
gelost Oder dispergierfc werden, wobei weitere Formulierungshilf s- 

35 stoffe zur Homogenisierung zugesetzt werden konnen. Es konnen 

aber auch aus selektierter Verbindung, gegebenenf alls Losungsmit- 
teln Oder 01 sowie optional weiteren Hilfsmitteln bestehende 
flussige oder feste Konzentrate hergestellt werden, die zur Ver- 
diinnung mit Wasser geeignet sind. Hier zu nennen sind emulgier- 

40 bare Konzentrate (EC, EW) , Suspensionen (SC) , losliche Konzen- 
trate (SL) , dispergierbaren Konzentrate (DC) , Fasten, Pastillen 
netzbaren Pulvern oder Granulaten, wobei die festen Formulierun- 
gen entweder in Wasser loslich (soluble) oder dispergierbar (wet- 
table) sein konnen. Desweiteren konnen entsprechende Fulver bzw. 

45 Granulate oder Tabletten noch mit einem festen, den Abrieb oder 
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eine vorzeitige Wirkstof f f reisetzxing verhinderenden Uberzug 
("coating") versehen werden. 

Prinzipiell sind iinter dem Begriff "Hilf smittel" folgende Verbin- 
5 dungsklassen zu verstehen: Antischaumimgsmittel , Verdicker, Netz- 
mittel, Haftmittel, Dispergiermittel , Emulgiermittel, Bakterizide 
und/oder thixotrophe Agentien. Die Bedeutung der oben genannten 
Mittel ist dem Fachmann bekannt, 

10 SLs, EWs und ECs konnen durch einf aches Mischen der entsprechen- 
den Inhaltsstof f e hergestellt werden^ Pulver tiber Mischen oder 
Vermahlen in speziellen Miihlentypen (z.Bsp. Hammermiihlen) . DC, 
SCs und SEs werden Oblicherweise tiber JSTaSvermahlung ("wet mill- 
ing") hergestellh, wobei ein SE aus einem SC durch Zugabe einer 

• organischen Phase, die weitere Hilfsmittel oder selektierte Ver- 
bindungen enthalten kann, hergestellt werden kann. Die Herstel- 
lung ist bekannt. Pulver-, Streu- und Staubemittel konnen vor- 
teilhaf t durch Mischen oder gemeinsames Vermahlen der wirksamen 
Verbindungen mit einem festen Tragerstoff hergestellt werden. 
20 Granulate, z.B, Umhullungs-/ Impragnierungs- und Homogengranulate 
k5nnen d\irch Bindung der selektierten Verbindungen an feste Tra- 
gerstoff e hergestellt werden. Weitere Details der Herstellung 
sind dem Fachmann bekannt, und z.Bsp. in folgenden Schriften auf- 
gefuhrt: US 3,060,084, EP-A 707445 (fur flussige Konzentrate) , 
25 Browning, "Agglomeration", Chemical Engineering, Dec. 4, 1967, 
147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 4th Ed., McGraw- 
Hill, New York, 1963, pages 8-57 iind ff . WO 91/13546, 
US 4,172,714, US 4,144,050, US 3,920,442, US 5,180,587, 
US 5,232,701, US 5,208,030, GB 2,095,558, US 3,299,566, Klingman, 

• Weed Control as a Science, John Wiley and Sons, Inc., New York, 
1961, Hance et al . , Weed Control Handbook, 8th Ed., Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, 1989 und Mollet, H., Grubemann, 
A. , ForiTiulation technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Fed- 
eral Repxiblic of Germany), 2001. 

35 

Inerte flUssige und/oder feste Tragerstoffe geeignet ftir die er- 
f indungsgemaJSen Formulierungen sind dem Fachman in einer Vielzahl 
bekannt, wie z.Bsp. flussige Zusatzstoffe wie Mineraldlfraktionen 
von mittlerem bis hohem Siedepunkt, wie Kerosin oder Dieselol, 

40 ferner KohlenteerSle sowie Ole pflanzlichen oder tierischen Ur- 
sprungs , aliphatische, cyclische und aromatische Kohlenwasser- 
stoffe, z.B. Paraffin, Tetrahydronaphthalin, alkylierte Naphtha- 
line Oder deren Derivate, alkylierte Benzole oder deren Derivate, 
Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, Butanol, Cyclohexanol , 

45 Ketone wie Cyclohexanon oder stark polare Ldsungsmittel , z.B. 
Amine wie N-Methylpyrrolidon oder Wasser. 
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• Feste Tragersfcoffe sind beispielsweise Mineralerden wie Kiesel- 
sauren, Kieselgele, Silikate, Talk\im, Kaolin, Kalkstein, Kalk, 
Kreride, Bolus, L6&, Ton, Dolomit, Diatomeenerde , Calcixim- und Ma- 
gna siiamsul fat , Magnesiiunoxid, gemahlene Kunststoffe, Dtingemittel , 

5 wie Ammoniuinsulfat, Ammoniiimphosphat , Ammoniimnitrat , Hams toff e 
und pflanzliche Produkte wie Getreidemehl , Baumr inden- , Holz- und 
Nufischalenmehl, Cellulosepulver oder andere feste Tragerstof f e . 

Oberflachenaktive Stoffe (Tens ids) geeignet fur die erf indungsge- 

10 malSen Formulierxingen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekannt, 
wie z.Bsp. Alkali-, iErdalkali- , Ammonluins^lze von aromatischen 
Sulfonsauren, z.B. Iiignin-, Phenol-, Naphthalin- und Dibutylnaph- 
hhalinsulfonsaure, sowie von Fettsauren, Alkyl- und Alkylarylsul- 
fonaten, Alkyl-, Laurylether- und Fettalkoholsulf aten, sowie 

15 Salze sulfatierter Hexa-, Hepta- und Octadecanolen sowie von Fet- 
talkoholglykolether, Kondensationsprodukte von sulf oniertem Naph- 
thalin und seiner Derivate mit Formaldehyd, Kondensationsprodxikte 
des Naphthalins bzw. der Naphthalinsulf onsSuren mit Phenol und 
Foirmaldehyd, Polyoxyethylenoctylphenolether , ethoxyliertes Isooc- 

20 tyl-, Octyl- oder Nonylphenol, Alkylphenyl- , Tributylphenylpoly- 
glykolether , Alkylarylpolye theralkohole , Isotridecylalkohol , Fetr. 
talkoholethylenoxid-Kondensate, ethoxyliertes Riizinusol, Poly- " 
oxyethylenalkylether oder Polyoxypropylenalkyl ether , Lavirylalko-' 
holpolyglykoletheracetat, Sorbi tester, Lignin-Sulf itablaugen oder 

25 Methylcellulose, 

Die Applikation der herbiziden Zusammensetzungen bzw. der selek- 
tierten Verbindungen ksinn im Vorauf lauf- oder im Nachauf laufver- 
fahren erfolgen. Sind die selektierten Verbindungen fur gewisse 

30 Kulturpf lanzen weniger vertraglich, so konnen Ausbringungstechni- 
ken angewandt werden, bei welchen die selektierten Verbindungen 
mit Hilfe der Spritzgerate so gespritzt werden, daJS die Blotter 
der empfindlichen Kulturpf lanzen nach Moglichkeit nicht getrof fen 
werden, wahrend die selektierten Verbindungen auf die Blatter da- 

35 runter wachsender unerwunschter Pflanzen oder die unbedeckte Bo- 
denflache gelangen (post-directed, lay-by) . 

Die Aufwandmengen an selektierten Verbindungen betragen je nach 
Bekampfijingsziel, Jahreszeit, Zielpf lanzen und Wachstiims stadium 
40 0.001 bis 3.0, vorzugsweise 0.01 bis 1.0 kg/ha. 

Die Erfindung wird durch die nachs tehenden Beispiele weiter 
veranschaulicht, die nicht als beschrankend aufgefaSt werden 
sollten. 

45 

Allgemeine DNA-Manipulations- und Klonieirungsverf cihren 
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Klonierimgsverfahren wie z.B. Restriktdonsspaltungen, Agarose- 
Gelelektrophorese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nu- 
kleinsauren auf Nitrozellulose und Nylon Membranen, Verkntipfen 
von DNA-Fragmenten, Trans formation von Escherichia coli Zellen, 
5 Anzucht von Bakterien und Sequenzanalyse rekombinanter DNA wurden 
wie bei Sambrook et al . (1989) (Cold Spring Harbor Laboratory 
Press: ISBN 0-87969-309-6) xind Ausubel, F.M, et al . , Current Pro- 
tocols in Molecular Biology, Greene Pxiblishing Assoc. and Wiley- 
Interscience (1994); ISBN 0-87969-309-6 beschrieben durchgeftLhrt . 

10 

Pf lanzenmolekularbiologische Standardverf ahren sowie Pflanzen- 
transformationsverfahren sind beschrieben in Schultz et al . , 
Plant Molecular Biology Mcinual, Kluwer Academic Publishers 
(1998), Reither et al . , Methods in Arabidopsis Research, World 

||5 svcientific press (1992) \md Arabidopsis: A Laboratory Manual 

m (2001), ISBN 0-87969-573-0. 

Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli DH5a, XL-1 
blue, XLIO Gold, BL21DE(3), JM 109) wurden von Stratagene, BRL 
20 Gibco Oder Invitrogen, Carlsberg, CA bezogen. Zur Klonierung wur- 
den die Vektoren pCR T7CT TOPO, pCR T7/NT TOPO und pCR 2.1 TOPO 
der Firma Invitrogen vmd pUC 19 der Firma Amersham Pharmacia 
(Freiburg) , pBinAR (Hofgen und Willmitzer, Plant Science 66, 
1990, 221-230) und pMAI.c2x (New England Biolabs) verwendet. 



Beispiel 1: Erzeugung eines Arabidopsis-Pf lanzentransf ormations- 
vektors 

Aus einer cDNA Sequenz, kodierend fur NCR aus Arabidopsis thal- 
iana (Accession Nummer AB007799; Mizutani,M. and Fukuchi-Mizu- 
tani,M., 1997) wurden das Primerpaar Rei 156/Rei 157 

Rei 156: 5 ' -TATACCCGGGATGGATACCGAGTTTCTCCGAA-3 ' und 

35 

Rei 157 : 5 ' - TATACCCGGGGAACTGGAATTGCATCTCCGGA-3 ' 

abgeleitet. Im Anschluss wurden die Primer Rei 156/157 in einer 
PCR-Reaktion zur Amplifiation eines cDNA Fragment aus einer Ara- 
bidopsls thaliana cDNA-Bibliothek (Stratagene) verwendet. Die PCR 
wurde nach den in Tabelle 1 aufgefiihrten Bedingungen durchge- 
f uhrt . 



Tabelle 1 

45 
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5 



Tempera tur fC] 


Zeit [sec] 


Anzahl der Zyklen 


95 


300 


1 


95 


60 


34 


58 


90 


72 


300 


72 


600 


1 



Nach Reinigung uber Agarose-Gelelektrophorese wurde das erhaltene 
Fragment (SEQ ID N0:1) nach Herstellerangaben in den Vektor 
pPCRScript kloniert (pPCRScript-NCR) . Durch Sequenzier\ing konnte 
die Identitat des Arabidopsis NCR cDNA Klons in voller Lange be- 
statigt werden. 

Der Vektor pBinAR (Hofgen \and Willmitzer 1990, Plant Science 66, 
221-23 0) wurde mit Smal gespalten und mit dem aus dem Vektor 
pPCRScript-NCR liber Smal isolierten NCR Fragement ligiert (pBi- 
nAR-NCR) . Der Ligationsansatz wurde in XLIO Gold E. coli Zellen 
trans formiert und pBinAR-NCR enthaltende Klone tiber eine Digoxi- 
genin-markierte NCR-Sonde (Roche) mit Hilfe von Anti-Digoxigenin- 
Antikorpern identif iziert . Der Nachweis. der Antisense Orientie- • 
rung der NCR-cDNA in pBinAR-NCR erfolgte durch Stequenzierung so- 
wie iiber PCR-Reaktionen mit 2 verschiedenen Primerpaaren (Rei 143 
und Rei 19 6, bzw. Rei 144 und Rei 195) nach den in Tabelle 2 auf- 
gefiihrten Bedingungen. 



Tabelle 2 



35 



Tempera tux [©C] 


Zeih [sec] 


Zykl ennanzahl 


95 


120 


1 


95 


60 


34 


58 


60 


72 


120 


72 


300 


1 



Die Antisense-Orientierting der NCR konnte mit den Primern 
Rei 143 : 5 ' -GCTATGACCATGATTACGCC-3 ' und 

40 

Rei 196: 5 ' -TGAGACATCCGTCCTTGC-3 ' 

konnte Ober das Entstehen eines 740bp langen DNA-Fragments und 
mit den. Primern 

45 

Rei 144: 5 ' -ACGTTGTAAAACGACGGCCA-3 ' und 
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Rei 195: 5'-CCGACTACGTTAGACTCTG-3' 

tiber das Entstehen eines 885bp langen DNA-Fragments nachgewiesen 
werden . 

5 

Beispiel 2 : Transformation und Analyse von Arabidopsispf lanzen 

Das Konstrukt pBinAR-NCR wurde in Agrobakterienstainm pGV 2260 
transformiert. Zur Transformation von Arabidopsispf lanzen wurde 
^° eine positiv transf ormierte Agrobakterienkolonie eingesetzt. Der 
Nachweis der Anwesenheit des Konstrukts pBinAR-NCR in einer Agro- 
bakterienkolonie wurde uber PGR mit den Primern Rei 156 und Rei 
157 tlber PGR nach den in Tabelle 2 aufgefiihrten Bedingxingen . Als 
DNA-Template diente eine direkt von der " Agarplatte entnommenen 
Menge einer Agrobakterienkolonie. 

Von einer einzelnen Kolonie positiv transf ormierter Agrobakterien 
auf einer Platte wurde eine 4 ml LB-Medium Kultur (LB-Medium: 10 
g/1 Pepton, 5 g/1 Hefe Extrakt, 10 g/1 NaCl; pH 7.0; 80 mg/1 Ka- 
20 namycin/1 und 25 mg/1 Rifampicin) inokuliert, xlber Nacht bei 28°C 
inkubiert. Im AnschluS wurde mit dieser Kultur eine 400 ml LB-Me- 
dium Kultur (LB-Medium mit 80 mg Kanamycin/ml und 25 mg/ml Rifam- 
picin) inokuliert. Nach 12 stxindiger Inkubation bei 28«C und 220 
rpm wurde die Kultur prazipitiert (8.000 rpm, 20 min. ) und in 
25 Transformationsmedium resuspendiert (1/2 MS-Media nach Murashige 
T. und Skoog F. 1962. Physiologia Plantarum. 15: 473-497; Owen 
H.R. and Miller A.R. 1992. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 
2«: 147-150; 0,5g/l 2- (N-Morpholino) -ethanesulfonic acid), pH 
5,8; 50 g/1 Saccharose) . In die erhaltene Suspension wurden blu- 
tentragende Arabidopsispf lanzen dreimal jeweils im Abstand von 
2,5 Tagen ca. 5-mal hineingetaucht und anschlieSend in TOpfe mit 
feuchter Erde Oberfahrt. Nach 6 Wochen Inkubation unter Langtag- 
bedingungen in Klimakammem (Tagsiiber 22-24oc, Nachts 19°C; 65% 
relative Luf tf euchtigkeit) wurden die Samen der Pflanzen geern- 
35 tet. 

Beispiel 3 -.Analyse der transgenen Pflanzen 

Zur Analyse werden Samen der transf ormierten Pflanzen aus Bei- 
40 spiel 2 auf Agar-Selektionsplatten (2,15 g/1 Murashige+ Skoog mi- 
cro and macro elements (Fa. DUCHEFA; nach Murashige T. und Skoog 
F. 1962. Physiologia Plantarum. 15: 473-497; Owen H.R.; Miller 
A.R. 1992. Plant Cell, Tissue and Organ Culture 28: 147-150) 0,1 
g/1 Myo-Inositol, 0,5 g/1 MES, 10 g/1 Saccharose, pH 5.7, 1ml 
Gew.-% Vitamin B5, 50}ig/l Kanamycin; 15g/l Agar Agar). 

45 
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Auf den Selektionsplatten gewachsene" Pflanzen warden nach 3-4 
Wochen auf Erde gesetzt iind 4-8 Wochen bei Langtagbedingungen 
in Kliinakainmern inkubiert (Tagsiiber 22-24oC, Nachts IQOC; 65% re- 
lative Luf tfeuchtigkeit) . Die Samen wurden nach 6 Wochen geern- 
5 tet- Die Integration des Ant i sense-NCR-Gens in das Genom der 
transgenen Pflanzen wurde liber PGR nach den in Tabelle 3 aufge- 
fuhrten Bedingungen verifiziert. 

Tabelle 3 



15 



Tempera tur [°C] 


Zeit [sec] 


Zyklennanzahl 


95 


120 


1 


95 


60 


34 


45-50 


60 


72 


120 


72 


300 


1 



Als Template diente genomische DNA (Isolation mittels des "DNeasy 
20 Plant Mini ''-Kits von QIAGEN nach Herstellerangaben) , die aus 
Blattmaterial der entsprechenden transgenen Linien prapariert 
wurde. Als Positivkontrolle diente das zur Trans;Eorination verwen- 
dete NCR-Antisense-pBinAR-Konstrukt . Durch gezielte Wahl der Pri- 
mer konnten sowohl das intrinsische genomische Gen, welches ein 
25 Intron enthalt und somit langer ist als die Antisense-NCR-cDNA, 
als auch die Antisense-NCR-cDNA selbst nachgewiesen werden. Bei 
Anwesenheit der Antisense-NCR-cDNA im Genom der transgenen Pflan- 
zen betrugen die erwairteten Fragmentlange fur die genomische NCR 
(mit einem Intron) ca. ISOObp bei Verwendung der Primer 

30 

Rei 524: 5 ' -TTCGTTGCTTTCGTCGCCGTT-3 ' und 
Rei 525: 5 ' -GTTTGCAGCCATGGCCTTGTT-3 ' 
35 sowie 750bp fur die Antisense-NCR-cDNA bei Verwendung der Primer 
Rei 524: 5 ' -TTCGTTGCTTTCGTCGCCGTT-3 ' und 
Rei 527 ; 5 ' - GGCGGGAAACGACAATCTGATC-3 ' . 

40 

Transgene Pflanzen, die das Konstrukt pBinAR-NCR Antisense ent- 
hielten, wiesen hohe Anthocyaninanhauf ungen, also stark gestres- 
ste Blatter und Adern, chlorotische Blatter sowie eine drastische 
Wachstumsverzogerung auf: So hatten Transgene Pflanzen (TO-Gene- 
45 ration) nur 1-10% der Frischmasse von Wildtyppf lanzen nach 6 Wo- 
chen Kultivierung auf Erde bei Langtagbedingungen in Klimakammern 
(TagsOber 22-240C, Nachts IS^C; 65% relative Luf tfeuchtigkeit . Die 
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Somen, die sich in den Schoten der Pflanzen der transormierten 
TO-Generation entwickelten, waren verkummert iind keimten in 100% 
aller Falle nicht. 



Hiermit wurde erstmalig und iiberraschend gezeigt, dass die natiir- 
liche Expression von fur NCR codierenden Sec[uenzen essenziell ftir 
Pflanzen ist und eine verringerte Expression zu Schacjigiingen ent- 
sprechend den vorstehend genannten Phanotypen fuhrt, Somit konnte 
gezeigt werden, dass sich NCR als Herbizidtarget eignet. 

Beispiel 4: Expression in E.coli 

Zur Erzeugung aktiven Proteins mit pflanzlicher NCR-Aktivitat 
wurde eine cDNA aus Arabidopsis codierend fiir eine NCR (Genbank 
Accession Nummer: AB007799) in E. coli Bakterien uberexprimiert • 
Hierftir wurde die ftir NCR kodierende Nukleinsauresequenz nach 
Standardbedingungen via PCR (z,B. nach Sambrook, J. et al . (1989) 
"Molecular cloning: A laboratory manual". Cold Spring Harbor Lab- 
oratory Press; 34 Zyklen; Anneal ingtemperatur GO^C; Polymerisati- 
onszeit 2 min) mit pBinAR-NCR als Template und den Primem 

Rei 153: 5'- TATAGAATTCATGGATACCGAGTTTCTCCGAA-3 ' (EcoRI) 
25 

Rei 483: 5 ' - TATACTGCAGTCAGAACTGGAATTGCATCTCCGG-3 ' (Pstl) 




enthaltend die Restriktionsenzymschnittes tellen EcoRI und Pstl 
amplifiziert und in den Vektor pMAL-c2x (New England Biolabs) 
uber die Restriktionsenzymschnittestellen EcoRI xind Pstl kloniert 
(pMAL.-c2x-NCR) . 

Die pMAL~c2x-NCR Konstrukte wurden in E.coli-Stamm 01X1109 (Strata- 
gene) transformiert xmd NCR nach Herstellerangaben uber IPTG als 
35 Fusionsprotein mit Maltose-Binding-Protein (NCR-MBP) exprimiert. 
Die Proteinaufreinigung via Af f initatschromatographie mit einer 
Maltosesaule wurde wie vom Hersteller New England Biolabs be- 
schrieben durchgef Uhrt . 

Beispiel 5: in vitro Testsysteme 



Die Aktivitat der NCR wurde mit NCR, die gemaS Beispiel 4 rekom- 
binant exprimiert ^>airde (Fukuchi-Mizutani et al . , Plant Physiol. 
119, pp. 353-361, 1999) oder nach dem von Jollie et al . (Plant 
Physiol. 85, pp. 457-462, 1987) beschriebenen Verfahren isoliert 
wurde, bestimmt nach der Methode von Mihara und Sato (Methods En- 
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zymol-, 52, 1978, pp. 102-108). 

Nach Mihara xind Sato (Methods Enzymol,, 52, 1978, pp. 102-108) 
werden l-10|ig gereinigtes NCR-MBP Protein in lOOfXl Puffer (100 mM 
5 K2HP0-/ KH2P04-Puf f er (zu gleichen Teilen gemischt) mit 1 mM Ka- 
lium-Ferricyanid versetzt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 0,3 
mM S-NADH gestartet. 

Photometrisch gemessen wird die Reduktion von Kaliiiin-Ferricyanid 
^0 bei 420 nm und 25^0 in einem Zeitraum von 5 bis 15 min gemessen. 

Beispiel 6: Identif izieamng eines funktionellen Analogon aus Ta- 
bak 

15 Zur Erzeugung einer cDNA-Bibliothek (im folgenden ''binare cDNA- 
Bank" genaimt) in einem Vektor, der direkt fiir die Transformation 
von Pflanzen verwendet werden kann, wurde mRNA aus verschiedenen 
Pf lanzengeweben isoliert \ind mit dem TimeSaver cDNA Synthese Kit 
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) in doppelstrangige cDNA 

20 umgeschrieben. Die cDNA-Erststrangsynthese wurde mit T12-I8 Oligo- 
nucleotiden nach Hers tell erangaben durchgef uhrt , Nach GroSenfrak- 
tionierung und Ligation von EcoRI-Notl-Adaptern ^nach Hers telle- - 
rangaben und Auffullen der Uberhange mit Pfu DNA Polymerase 
(Stratagene) wurde die cDNA-Population normalisiert . Hierzu wurde- 

25 die Methode nach Kohci et al, 1995, Plant Journal 8, 771-776 vor- 
gegangen, wobei die cDNA durch PGR mit dem Oligonukleotid Nl un- 
ter den in Tabelle 4 aufgefOhrten Bedingungen ait^lif iziert wurde. 



Tabelle 4 



30 



Tempera tur [°C] 


Zeit [sec] 


Zykl eimummer 


94 


300 


1 


94 


8 




52 


60 


10 


72 


180 




94 


8 




50 


60 


10 


72 


180 




94 


8 




48 


60 


10 


72 


180 




72 


420 


1 • 
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Das erhaltene PCR-Produkt wurde an die Saulenmatrix des PCR-Puri- 
fication Kits (Qiagen, Hilden) gebunden land mit 300 mM NaP-Puf- 
fer, pH 7.0, 0.5 mM EDTA, 0.04% SDS eluiert. Die DNA wurde 5 Mi- 
nuten iin kochenden Wasserbad denaturiert und anschlieSend 24 
5 Stunden bei 60^C renaturiert. 50|ll1 der DNA vmrden auf eine Hydro- 
xylapathitsaule aufgetragen und diese 3 Mai mit 1 ml 10 mM NaP- 
Puffer, pH 6.8 gewaschen. Die gebxandene Einzelstrang-DNA wurde 
mit 130 mM NaP-Puffer, pH 6.8 eluiert, mit Ethanol gefallt und in 
40fil Wasser gelost, Hiervon wurden 2 0}xl fur eine weitere PCR-Am- 
10 plifikation wie oben beschrieben verwendet. Nach einer weiteren 
Anreicherung von ssDNA wurde eine dritte PCR-Amplif ikation wie 
oben beschrieben durchgef uhrt . 

pie Herstellung des Pf lanzentransf ormationsvektors zur Aufnahme 

•5 der wie oben- beschrieben hergestellten cDNA-Population erf olgte 
( liber Restriktionsenzym-Verdau des Vektor pUC18 mit Sbfl und 
BamHI, Reinigung des Vektorf ragment gefolgt von Auffiillen der 
Uberhange mit Pfu DNA Polymerase und Religation mit T4 DNA Ligase 
(Stratagene) , Das so hergestellte Konstrukt wird im folgenden als 
20 pUClSSbfl- bezeichnet. 

Der Vektor pBinAR wurde zunSchst mit NotI gespalten, nach Auf ful- ■ 
len der Enden religiert, mit Sbfl gespalten, nach Auffiillen der 
Enden religiert und im AnschluS mit EcoRI und Hindlll gespalten. 
25 Das result ierende Fragment wurde in ein Derivat des binaren 

Pf lanzentransf omationsvektors pPZP (Hajdukiewicz , P, Svab, Z, Ma- 
liga. P., (1994) Plant Mol Biol 25:989-994) ligiert, der eine 
Transformation von Pflanzen mittels Agrobakterium ermoglich und 
eine Kanamycinresistenz in transgenen Pflanzen vermittelt, li- 

^^30 giert. Das hierbei erzeugte Konstrukt wird im folgenden als 

^^^^ pS\anl2/35S bezeichnet. 

pUClBSbfl- wurde als Template fur eine Polymerase Kettenreaktion 
(PGR) mit den Oligonucleotiden VI und V2 (siehe Tabelle 3) und 

35 Pfu DNA Polymerase eingesetzt. Das resultierende Fragment wurde 
in den mit Smal gespalten pSunl2/35S ligiert, wodurch pSunblues2 
erzeugt wurde. Nach Spaltung mit NotI, Dephosphorylierung mit 
Shrimp Alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics, Mannheim) und 
Auf reinigung des Vektor fragment es wurde pSunblues2 mit der norma- 

40 lisierten und ebenfalls mit NotI gespaltenen cDNA Population li- 
giert. Nach Transformation in E.coli Xl-lblue (Stratagene) wurden 
die so erzeugte Klone in Mikroti terplatten abgelegt. Die binare 
cDNA-Bank enthalt cDNAs in "Sense"- und in " Antisense" -Orientie- 
rung unter Kontrolle des Blumenkohlmosaikvirus 35s Promoters, die 

45 dement sprechend nach der Transformation in Tabakpf lanzen zu "Co- 
suppressions"- und "Antisene"-Ef fekten fQhren konnen. 
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Tabelle 2^. Verwendete Oligonukleotide 



Oligonukleotid 


Nukleinsauresequenz 


Nl 


5 ' -AGAATTCGCGGCCGCT-3 ' 


VI (PWL93not) 


5 ' -CTCATGCGGCCGCGCGCAACGCAATT2^TGTG-3 ' 


V2 (pWL92) 


5 ' -TCATGCGGCCGCGAGATCCAGTTCGATGTAAC-3 ' 


Gl (353) 


5 ' -GTGGATTGATGTGATATCTCC~3 ' 


G2 (OCS) 


5 ' -GTAAGGATCTGAGCTACACAT-3 ' 



10 

Die Identifizierung einer fur NCR kodierenden Sequenz erfolgte 
uber eine Digoxygenin markierte Sonde hergestellt tiber den DIG 
DNA Labeling Mix (Roche, Mannheim) nach Hers teller angaben, wobei 
das Plasmid pMAL-c2x-NCR iinter Standardbedingiingen uber PGR mit 
2^5 den Primern 

Rei 111: 5 ' -ATGGATACCGAGTTTCTCCGAA-3 ' und 



Rei 222: 5'- AACTGGAATTGCATCTCCGGA-3 ' 

amplifiziert wurde. Die so hergestellte Sonde wurde zur Durchmu- 
sterling der cDNA Bank aus Nicotiana tabacuucn eing-esetzt. Die cDNA- . 
Bank wurde mit einem Titer von 2,5x105 piaqiie bildenden Einheiten 
ausplattiert und mit Hilfe der Plaque-Durchmus terungsmethode ana- . 

25 lysiert (T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular 

Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, NY 1989) . Es warden 12 Phagenpopulationen iso- 
liert, mit denen eine*' zweite Durchmusterung durchgefuhrt wurde, 
wodurch genetisch einheitlich Phagen-Populationen isoliert werden 

30 konnten, die zur in vivo Excision verwendet wurden. Durch Re- 
striktionsanalyse konnten keine Unterschiede zwischen den cDNA 
Klonen festgestellt werden und es wurden vier Klone mit den groS- 
ten Insertionen zur Sequenzierxmg ausgewahlt. Die Sequenzdaten 
dieser Klone ergaben die SEQ ID NO: 3, die mit der SEQ ID. N0:1 zu 

35 77% identisch ist. 



40 
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Patentanspruche 

1. Verwendiing von einem Polypeptid mit der biologischen Aktivi- 
5 tMt einer NADH-abhangigen Cytochrom bS Reduktase kodiert 

durch eine NukleinsSuresequenz bestehend aus 

a) einer Nukleinsaureseopaenz mit der in SEQ ID N0:1 darge- 
stellten Nukleinsaureseqiaenz; oder 



10 



15 



25 



b) einer Nukleinsaureseqn-ienz , die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung aus der 
in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz ableiten 
laSt; Oder 



c) einer Nukleinsaureseqrienz , die sich aufgriznd des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung der Ami- 
nosauresequenz eines funktionellen Aquivalents der SEQ ID 
N0:2, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 2 von minde- 

20 stens 39% auf waist, ableiten leLBt; oder 

d) einem funktionellen Aquivalent der Nukleinsauresequenz * * 
SEQ ID N0:1 mit einer Identitat von mindestens 52% zu der 
SEQ ID N0:1. 



als Targets fur Herbizide 



2*. Pflanzliche Nukleinsauresec[uenzen kodierend fiir ein Polypep- 
tid mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cy-* 
30 tochrom b5 Reduktase enthaltend einen Teilbereich innfassend: 

a) eine Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID NO: 3 darge- 
stellten NukleinsSuresequenz; oder 

35 b) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des 

degenerierten genetischen Codes durch Riickiibersetzung aus 
der in SEQ ID NO: 4 dargestellten Aminosauresequenz ablei- 
ten laSt; Oder 

40 c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID 

NO: 3 mit einer Identitat von mindestens 77% zu der SEQ ID 
NO : 3 ; 
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d) eine Nukleinsaureseq[uenz, die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckvibersetzung der Ami- 
nos^uresequenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID 
NO: 4, das eine Identitiat mit der SEQ ID NO: 4 von minde- 
5 stens 87% aufweist, ableiten lafit. 

3. Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangi- 
gen Cytochrom b5 Reduktase als Target fur Herbizide kodiert 
von einem Nukleinsauremolekiil nach Anspruch 2 . 

10 

4. Verfahren zur Detektion funktioneller. Analoga der SEQ ID N0:1 



a) durch Herstellung einer Sonde- gefolgt von anschliefienden 
Durchsuchen einer genomischen oder cDNA Bank der entspre- 
chenden Spezies; oder 

b) einer Computer-Recherche nach analogen Sequenzen in elek- 
tronischen Datenbanken. 



20 5 . Expressionskassette ximf assend 

a) genetische Kontroll sequenzen in funktioneller Verknupfung 
mit einer Nukleinsauresequenz gemaiS Anspruch 2; oder 

25 b) zusatzliche Funktionselemente; oder 

c) eine Kombination aus a) und b) . 

6. Vektor umfassend eine Expressionskassette nach Anspruch 5. 

LP 

7 . Nicht humaner transgener Organismus umfassend mindestens eine 
Nukleinsauresequenz kodierend fur ein Polypeptid mit der bio- 
logischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cytochrom b5 Reduk- 
tase gemaJS Anspruch 2, eine Expressionskassette gemaS An- 

3 5 spruch 5 oder einen Vektor gemafi Anspruch 6 ausgewahlt aus 

Bakterien, Hefen, Pilzen, tierischen oder pflanzlichen Zel- 
len. 

8 . Verwendung eines Polypeptid mit der biologischen Aktivitat 

4 0 einer NADH-i&bhangigen Cytochrom bS Reduktase kodiert durch 

eine Nukleinsauresequenz enthaltend 

a) eine Mukleinsauresecjuenz mit der in SEQ ID N0:1 darge- 
stellten Nukleinsauresequenz; oder 

45 
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b) eine Nukleinsauresequenz , die sich aufgrund des degene- 
rierten genetischen Codes durch Ruckubersetziing aus der 
in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosauresequenz ableiten 
laiSt; Oder 

5 

c) funktionelle Aquivalente der Nukleinsauresequenz SEQ ID 
N0:1 mit einer Identitat von mindestens 52% zu der SEQ ID 
NO : 1 ; 

10 d) eine Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des degene- 

rierten genetischen Codes durch RQckiibersetzung der Ami- 
nosauresequenz eines funktionellen Equivalents der SEQ ID 
NO: 2, das eine Identitiat mit- der SEQ ID NO: 2 von minde- 
stens 39% aufweist, ableiten lafit. 

15 

in einem Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen mit 
herbizider Wirkung. 

9. Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen mit herbizider 
20 Wirkung umfassend die folgenden Schritte: 

i. Inkontaktbringen eines Polypeptides mite der biologischen 
Aktivitat einer NADH-abhangigen Cytochrom bS Reduktase 
kodiert durch eine Nukleinsauresequenz bestehend aus 

25 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dar-. 
gestellten Nukleinsauresequenz; 

b) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgarund des de- 

3 0 generierten genetischen Codes durch Rtickiibersetzung 

aus der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosaurese- 
quenz ableiten l^t; 

c) einem funktionellen Equivalent der Nukleinsaurese- 
35 quenz SEQ ID N0:1 mit einer Identitat von mindestens 

52% zu der SEQ ID N0:1; oder 

d) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des de- 
generierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung 

4 0 der 2\minosauresequenz eines funktionellen Equivalents 

der SEQ ID NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
NO: 2 von mindestens 39% aufweist, ableiten laSt 



45 



mit einer oder mehreren Testverbindungen unter Bedingun- 
gen, die die B±«dung der Testverbindung (en) an die NADH- 
abhangige Cytochrom bS Reduktase erlauben; und 
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ii- Nachweis, ob die Te^tverbindung an die NADH-abhslngige Cy- 
tochrom b5 Reduktase aus i) bindet; Oder 

iii . Nachweis, ob die Testverbindung die Aktivitat der NADH- 
5 abhangige Cytochrom b5 Reduktase aus i) reduziert oder 

blockiert; oder 

iv. Nachweis, ob die Testverbindung die Transkription, 
Trcinslation oder Expression der der NADH-abhangige Cy- 

10 tochrom b5 Reduktase aus i) reduziert oder blockiert. 

10, Verfahren nach den Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , dass 

i. NADH-abhangige Cytochrom bS Reduktase, die durch eine Nu- 
kleinsSuresecjuenz bestehend aus 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dar- 
gestellten Nukleinsauresequenz; oder 

20 b) einer Nukleinsauresecjuenz , die sich aufgriind des de- 

generierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung 
aus der in SEQ ID NO: 2 dargestellten AminosSurese- 
quenz ableiten lafit; oder 

25 c) einem funktionellen Aquivalent der Nukleinsaurese- 

qiienz SEQ ID NO:l mit einer Identitat von mindestens 
52% zu der SEQ ID N0:1; oder 

d) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des de~ 
generierten genetischen Codes durch Ruckubersetzung 
der Amino sauresequenz eines funktionellen Equivalents 
der SEQ ID NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
NO: 2 von mindestens 39% aufweist, ableiten iSlSt 



35 kodiert wird, entweder in einem transgenen Organismus ex- 

primiert wird oder ein Organismus, der naturgemafi NADH- 
abhangige Cytochrom bS Reduktase enthalt, kultiviert 
wird; 

40 ii. die NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduktase aus Schritt i) 

im Zellauf schluss des transgenen bzw. nicht transgenen 
Organismus, in partiell gereinigter Form oder in zur Ho- 
mogenitat gereinigten Form mit einer Testverbindung in 
Kontakt gebracht wird; und 
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iii.eine Testverbindiing selektiert wird, welche die Aktivitat 
der NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduktase aus Schritt i) 
reduziert oder blockiert, wobei die Aktivitat der mit der 
Testverbindung inkubierten NADH-abhangige Cytochrom b5 
5 Reduktase mit der Aktivitat einer nicht mit einer Test- 

verbindung inkubierten NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduk- 
tase verglichen wird. 

11, Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , dass in 
10 Schritt iii) die Aktivitat der NADH-abhSngige Cytochrom b5 

Reduktase photometrisch iiber den Eins-atz von Ferricytochrom 
b5 , Kalium-Ferricyanid, 2 , 6-Dichlorphenolindophenol , Metheme- 
rythrin, p-Benzocjuinon oder 5-Hydroxy-l , 4-Naphtoquinon als 
Substrat bestimmt wird. 

15 

12. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , dass es 
die folgende Schritte umfasst: 

i. Herstellung eines transgenen Organismus nach Anspruch 7 
20 Oder eines transgenen Orgcinismus enthaltend eine Nuklein- 

sauresequenz kodiererid fur ein Polypeptid mit der biolo--\- 
gischen Aktivitat einer NADH-abhangigen* Cytochrom b5 Re- 
duktase bestehend aus 

25 a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dar- 

gestellten Nukleinsauresequenz; oder 

b) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des de- 
generierten genetischen Codes durch RackQbersetzung 

30 aus der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosaurese- 

quenz ableiten lafit; 

c) einem funktionellen Aquivalent der Nukleinsaurese- 
quenz SEQ ID N0:1 mit einer Identitat von mindestens 

35 52% zu der SEQ ID N0:1; oder 

d) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des de- 
generierten genetischen Codes durch RackCibersetzimg 
der Aminosauresequenz eines funktionellen Aquivalent 

40 der SEQ ID NO: 2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 

NO: 2 von mindestens 39% aufweist, ableiten laJSt 
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ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf den transgenen Organis 
mus nach Anspruch i) und auf einen nicht- transgenen Orga 
nismus des gleichen Genotyps ; 
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iii . Bestinanen des Wachstums oder der Uberlebensf ahigkeit des 
transgenen und des nicht transgenen Organismus nach der 
Aufbringung der Testsiabstanz; und 

5 iv. Selektion von Testsubstanzen, die ein vermindertes Wachs- 

t\jiin Oder eine eingeschr&akte Uberlebensf ahigkeit des 
nicht- transgenen Organismus bewirken verglichen mit dem 
Wachstum des transgenen Organismus . 

10 13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet , dass es 

in einem pflanzlichen Organismus odeir einer Hefe durchgefiihrt 
wird . 

14, Verfahren zur Identif izierung von Verbindiingen mit wachstums- 
regulatorischer Wirkung, dadurch gekennzeichnet, dass es die 
folgende Schritte umfasst: 

i. Herstellung einer transgenen Pflanze enthaltend eine Nu- 
kleinsauresequenz kodierend fur ein Polypeptid mit der 
20 biologischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cytochrom b5 

Reduktase bestehend aus 

a) einer Nukleinsauresequenz mit der in SEQ ID N0:1 dar- 
gestellten Nukleinsauresequenz; oder 

25 

b) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des de- 
generierten genetischen Codes durch Rackiibersetzung 
aus der in SEQ ID NO: 2 dargestellten Aminosaurese- 
quenz ableiten laSt; 

c) einem funktionellen Aquivalent der Nukleinsaurese- 
quenz SEQ ID N0:1 mit einer Identit^t von mindestens 
52% zu der SEQ ID N0:1; oder 

35 d) einer Nukleinsauresequenz, die sich aufgrund des de- 

generierten genetischen Codes durch RucWibersetzung 
der AminosSuresequenz eines funktionellen Equivalents 
der SEQ ID N0:-2, das eine Identitiat mit der SEQ ID 
NO: 2 von mindestens 3 9% aufweist, ableiten laSt 
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ii. Aufbringen einer Testsubstanz auf die transgene Pflanze 

nach i) und auf eine nicht- transgene Pflanze der gleichen 
Sorte; 
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iii . Bestimmen des Wachstunis oder der Oberlebensf ahigkeit der 
transgenen iind der nicht transgenen Pflanze nach dem Auf- 
bringen der Testsiibstanz; und 

e) Selektion von Testsxibstanzen, die ein verandertes Wachs- 
tum der nicht-transgenen Pflanze bewirken verglichen mit 
dem Wachstum der transgenen Pflanze. 

15. Trager, der eines oder mehrere der Nukleinsauremolekale nach 
einem der Anspriiche 1 bis 2, oder eine oder mehrere Expres- 
sionskassetten nach Anspruch 5, ei'nen oder mehrere Vektoren 
nach Anspruch 6, einen oder mehrere Organismen nach Anspruch 
7 Oder eines oder mehrere ( Poly) peptide nach Anspruch 3 auf- 
weist . 

16. Verfahren nach einem der Ansprtiche 9 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Identif izierung der Substanzen in einem 
High-Throughput-Screening durchgefuhrt wird. 

17. Verbindungen mit herbizider Wirkiing identif iziert tiber eines 
der Verfahren nach den Anspriichen 9 bis 13 und 16. 



18. Verbindungen mit wachstumsregulatorischer Wirkung identif i- 
ziert iiber das Verfahren nach den Aaspruchen 14 und 16. 

19. Verfahren zur Herstellung einer agrochemischen Zusammenset- 
z\ang, dadurch gekennzeichnet dass man 



Verfahren nach den Anspriichen 9 bis 13 und 16 oder eine 
Verbindung mit wachstumsregulatorischer Wirkung nach den 
Anspriichen 14 und 16 identif iziert ; und 

b) diese Verbindung zusammen mit geeigneten Hilfsmitteln zu 
Pf lanzenschutzmitteln mit herbizider oder wachstumsregu- 
latorischer Wirkiing f ormuliert . 

20. Verfahren zur BekSmpfung von \inerwiinschtem Pf lanzenwuchs undV 
Oder zur Regulation des Wachstums von Pflanzen, dadurch ge- 
kennzeichnet, dais man mindestens eine Verbindung nach An- 
spruch 17 Oder 18 oder eine Zusammensetzung erhaltlich iiber 
das in Anspruch 19 genannte Verfahren auf Pflanzen, deren Le- 
bensraum und/oder auf Samen einwirken lafit . 



a) 



eine Verbindung mit herbizider Wirkung iiber eines der 



21. 



Verwend\JLng einer Verbindung nach Anspruch 17 oder 18 oder ei- 
ner agrochemischen Fo«mulierung erhaltlich iiber das in An- 
spruch 19 genannte Verfahren in einem Verfahren nach Anspruch 
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20 zur Bekampfung von unerwunschtem Pf lamzenwuchs und/oder 
zur Regulation des Wachs turns von Pflanzen, 



10 



20 



25 




35 



40 
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NADH-abhangige Cytochroiti b5 Redviktase als Target ftlr Herbizide 
Zusammenfas s ving 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendvmg eines Polypep- 
tides mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cy- 
tochrom bS Reduktase (E.G. 1.6.2.2), welches bei • Nichtanwesenhei t 
Wachstiimsretardierungen sowie chlorotische Blatter bedingt, und 
10 durch die Nukleinsauresequenz SEQ ID N0:1 oder funktionelle Aqui- 
valente der vorstehend genannten Nukleinsauresequenz codiert 
wird, als Target fiir Herbizide. In diesem Rahmen werden funktio- 
nelle Aquivalente der SEQ ID N0:1 bereitgestellt . Weiterhin um- 
fasst die vorliegende Erfindung die Verwendimg des Polypeptides 
mit der biologischen Aktivitat einer NADH-abhangigen Cytochrom b5 
Rediiktase in einem Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen 
mit herbizider Wirk\ing, welche NADH-abhangige Cytochrom b5 Reduk- 
tase inhibieren. Des weiteren betrifft die Erfindvmg die Verwen- 
dung dieser uber das Verfahren identif izierten Verbindxingen als 
20 Herbizide. 



25 




35 



40 
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SEQUENZ PROTOKOLIi 

<110> BASF Aktiengesellschaft 

<120> NADH-abhangige Cytochrom bS Reduktase als Target far 
Herbizide 

<130> 20020408 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 846 
212> DNA 

213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (843) 

<400> 1 

atg gat acc gag ttt etc cga acc eta gat cgt cag att ctt ttg ggt 
Met Asp Thr Glu Phe Leu Arg Thr Leu Asp Arg Gin lie Leu Leu Gly 
15 10 15 

gtc ttc gtt get ttc gtc gcc gtt ggt get ggt get get tat ttt ctt 
Val Phe Val Ala Phe Val Ala Val Gly Ala Gly Ala Ala Tyr Phe Leu 
20 25 30 

aca tee tec aag aaa cgc aga gtg tgt ttg gat cca gag aat ttc aag 
Thr Ser Ser Lys Lys Arg Arg Val Cys Leu Asp Pro Glu Asn Phe Lys 
35 40 45 

?ag ttc aag ctt gtt aag aga cat cag ctt agt cac aat gtg gcc aag 
Glu Phe Lys Leu Val Lys Arg His Gin Leu Ser His Asn Val Ala Lys 
50 55 60 

ttc gtt ttt gaa etc cca act tct act tct gtg ttg ggt ctt cce att 
Phe Val Phe Glu Leu Pro Thr Ser Thr Ser Val Leu Gly Leu Pro He 
65 70 75 80 

gga caa cac ate agt tgc agg gga aag gat ggt caa gga gag gat gtt 
Gly Gin His Ile'ser Cys Arg Gly Lys Asp Gly Gin Gly Glu Asp Val 

85 90 95 

att aag cca tac acc ccg act acg tta gac tct gae gtc gga cgc ttc 
lie Lys Pro Tyr Thr Pro Thr Thr Leu Asp Ser Asp Val Gly Arg Phe 
100 105 110 

gaa ctt gtc att aag atg tat ccg caa gga egg atg tct cat eat ttc 
Glu Leu Val He Lys Met Tyr Pro Gin Gly Arg Met Ser His His Phe 
115 120 125 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 
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agg gag atg cgt gtt gga gac cat ctt gcc gta aag gga cca aag ggt 
Arg Glu Met Arg Val Gly Asp His Leu Ala Val Lys Gly Pro Lys Gly 
130 135 1<10 

agg ttc aag tat caa cca ggt cag ttt agg gca ttt gga atg ctt get 
Arg Phe Lys Tyr Gin Pro Gly Gin Phe Arg Ala Phe Gly Met Leu Ala 
145 150 155 160 

gga ggt tea ggc ate act cec atg ttc caa gtg gcc aga gca att eta 
Gly Gly Ser Gly He Thr Pro Met Phe Gin Val Ala Arg Ala He Leu 
165 170 175 

gaa aac cca aca gac aag aca aag gtg cat etc att -tac gcc aac gtc 
Glu Asn Pro Thr Asp Lys Thr Lys Val His Leu He Tyr Ala Asn Val 
180 185 190 



tac gac gac att etc ttg aag gaa gaa ttg gag ggt ctt act aec 
Tyr Asp Asp He Leu .Leu Lys Glu Glu Leu Glu Gly Leu Thr Thr 
195 200 205 

aat tac ect gaa caa ttt aaa ate ttc tat gtt ttg aac eag ect eeg 
Asn Tyr Pro Glu Gin Phe Lys He Phe Tyr Val Leu Asn Gin Pro Pro 
210 215 220 

gaa gta tgg gat ggt ggt gtt gga ttt gta tea aag gaa atg att eag 
Glu Val Trp Asp Gly Gly Val Gly Phe Val Ser Lys Glu Met He Gin 
225 230 235 240 

act eat tgc ect gca cet gca tet gat att cag ate eta aga tge gga 
Thr His Cys Pro Ala Pro Ala Ser Asp He Gin He Leu Arg Cys Gly 
245 250 255 

cca ccg cca atg aac aag gcc atg get gca aac ctt gaa get ctg gga 
•o Pro Pro Met Asn Lys Ala Met Ala Ala Asn Leu Glu Ala Leu Gly 
260 265 270 




tac tet ccg gag atg caa ttc eag ttc tga 
ayr Ser Pro Glu Met Gin Phe Gin Phe 
275 280 

<210> 2 
<211> 281 

<212> PRT 

<213> Arabidopsis thaliana 
<400> 2 

Met AsD Thr Glu Phe Leu Arg Thr Leu Asp Arg Gin He Leu Leu Gly 
1 ' 5 10 15 

Val Phe Val Ala Phe Val Ala Val Gly Ala Gly Ala Ala Tyr Phe Leu 
20 25 30 

Thr Ser Ser Lys Lys Arg Arg Val Cys Leu Asp Pro Glu Asn Phe Lys 
35 40 45 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



846 
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3 

Glu Phe Lys Leu Val Lys Arg His Gin Leu Ser His Asn Val Ala Lys 
50 55 60 



Phe Val Phe Glu Leu Pro 



Thr Ser Thr Ser Val Leu Gly Leu Pro lie 




65 70 75 80 

Gly Gin His lie Ser Cys Arg Gly Lys Asp Gly Gin Gly Glu Asp Val 

85 90 95 

lie Lys Pro Tyr Thr Pro Thr Thr Leu Asp Ser Asp Val Gly Arg Phe 
100 105 110 

Glu Leu Val He Lys Met Tyr Pro Gin Gly Arg Met Ser His His Phe 
115 120 125 

Arg Glu Met Arg Val Gly Asp His Leu Ala Val Lys Gly Pro Lys Gly 
130 135 140 

•Arg Phe Lys Tyr Gin Pro Gly Gin Phe Arg Ala Phe Gly Met Leu Ala 
145 150 155 160 

Gly Gly Ser Gly He Thr Pro Met Phe Gin Val Ala Arg Ala He Leu 
165 170 175 

Glu Asn Pro Thr Asp Lys Thr Lys Val His Leu He Tyr Ala Asn Val 



180 



185 190 




Thr Tyr Asp Asp He Leu Leu Lys Glu Glu Leu Glu Gly Leu Thr Thr 
195 200 205 

Asn Tyr Pro Glu Gin Phe Lys He Phe Tyr Val Leu Asn Gin Pro Pro 
210 215 220 

Glu Val Trp Asp Gly Gly Val Gly Phe Val Ser Lys Glu Met He Gin 
225 230 235 240 

hr His Cys Pro Ala Pro Ala Ser Asp He Gin He Leu Arg Cys Gly 
245 250 255 

fro Pro Pro Met Asn Lys Ala Met Ala Ala Asn Leu Glu Ala Leu Gly 
260 265 270 

Tyr Ser Pro Glu Met Gin Phe Gin Phe 
275 280 

<210> 3 
<211> 729 
<212> DNA 

•<213> Nicotiana tabacum 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (726) 

<400> 3 

gta tgc ttg gat ccc gag agg etc aag gaa ttt aag ctt gtg aag cgt 
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Val Cys Leu Asp Pro Glu Arg Phe Lys Glu Phe Lys Leu Val Lys Arg 



1 5 



10 15 



aca caa ata age cac aat gtc gca aag ttc aga ttt gaa etc ccc aca 
Thr Gin He Ser His Asn Val Ala Lys Phe Arg Phe Glu Leu Pro Thr 

25 30 



20 



cct act tot gta ttg ggc eta ccc att gga caa cat att agt tgc agg 
Pro Thr Ser Val Leu Gly Leu Pro He Gly Gin His IJ-e Ser Cys Arg 

40 45 



35 



gge aag gat agt caa ggt gaa gag gtt gtt aaa ccg tac aca cca act 
Gly Lys Asp Ser Gin Gly Glu Glu Val Val Lys Pro -Tyr Thr Pro Thr 



50 55 



60 



act ttg gat tea gat gtt gga tat ttt gaa eta gtt att aag atg tat 
.r Leu ASP Ser Asp Val Gly Tyr Phe Glu Leu Val He Lys Met Tyr 




70 



75 80 



ect caa gga agg atg tct cat cat ttc cga gaa atg cgt gag ggt gat 
Pro Gin Gly Arg Met Ser His His Phe Arg Glu Met Arg Glu Gly Asp 



85 



90 95 



tat ttg get gtg aag gga cet aag ggc cgc ttt aag tac cag cct ggc 
Tyr Leu Ala Val Lys Gly Pro Lys Gly Arg Phe Lys Tyr Gin Pro Gly 

105 110 



100 



caa gtg aga gca ttt gga atg ctt get gga ggc tct ggc att ace eca 
Gin Val Arg Ala Phe Gly Met Leu Ala Gly Gly Ser Gly He Thr Pro 

120 125 



115 



atg ttt cag gtt get aga get att etc gaa aat eea aat gac aag aca 
Met Phe Gin Val Ala Arg Ala He Leu Glu Asn Pro Asn Asp Lys Thr 

135 140 



130 



gtg 



cac ttg ata tat get aat gtt acc tat gaa gac ata ctt tta 
val His Leu lie Tyr Ala Asn Val Thr Tyr Glu Asp He Leu Leu 
^45 150 155 160 

aag gaa cag ttg gat ggc ctt get get aae tat cct gae cgt ttc aaa 
Lys Glu Gin Leu Asp Gly Leu Ala Ala Asn Tyr Pro Asp Arg Phe Lys 
165 170 175 

att tat tac gta ctg aat cag cct ect gaa gta tgg age ggt ggt gtt 
He Tyr Tyr Val Leu Asn Gin Pro Pro Glu Val Trp Ser Gly Gly Val 
180 185 190 

gga ttt gtg tec aag gaa atg att cag act cat tgt cct gee ccg gca 
Gly Phe Val Ser Lys Glu Met He Gin Thr His Cys Pro Ala Pro Ala 
195 200 205 

-tct gac att cag ata ctg agg tgt ggt cca cct cca atg aae aag get 
Ser Asp He Gin He Leu Arg Cys Gly Pro Pro Pro Met Asn Lys Ala 
210 215 220 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 
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480 
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624 



672 
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S 

atg get get cat ctt gaa gcc ctt gga tac acc cca gag atg caa ttc 720 
Met Ala Ala His Leu Glu Ala Leu Gly Tyr Thr Pro Glu Met Gin Phe 
225 230 235 240 

729 

cag ttt taa 
Gin Phe 

<210> 4 
<211> 242 
<212> PRT 

<213> Nicotiana tabaciim 

<400> 4 * ^ 

Val Cys Leu Asp Pro Glu Arg Phe Lys Glu Phe Lys Leu Val Lys Arg 
1 5 10-15 



.Thr Gin He Ser His Asn Val Ala Lys Phe Arg Phe Glu Leu Pro Thr 



20 



25 30 



Thr ser Val Leu Gly Leu Pro He Gly Gin His He Ser Cys Arg 



Pro 

35 



40 45 



Gly Lys Asp Ser Gin Gly Glu Glu Val Val Lys Pro Tyr Thr Pro Thr 
50 55 60 



Thr Leu Asp 



Ser Asp Val Gly Tyr Phe Glu Leu Val He Lys Met Tyr 



65 70 75 



80 



Pro 




Gin Gly Arg Met Ser His His Phe Arg Glu Met Arg Glu Gly Asp 
85 90 95 

Tyr Leu Ala Val Lys Gly Pro Lys Gly Arg Phe Lys Tyr Gin Pro Gly 
100 105 110 



in val Arg Ala Phe Gly Met Leu Ala Gly Gly Ser Gly He Thr Pro 



115 



120 



125 



jlet Phe Gin val Ala Arg Ala He Leu Glu Asn Pro Asn Asp Lys Thr 



130 



135 



140 



Lys val His Leu He Tyr Ala Asn Val Thr Tyr Glu Asp He Leu Leu 
145 150 155 

Lys Glu Gin Leu Asp Gly Leu Ala Ala Asn Tyr Pro Asp Arg Phe Lys 
165 170 175 

He Tyr Tvr Val Leu Asn Gin Pro Pro Glu Val Trp Ser Gly Gly Val 
180 185 190 

Gly Phe val ser Lys Glu Met He Gin Thr His Cys Pro Ala Pro Ala 
1_95 200 205 

Ser Asp Tie Gin He Leu Arg Cys Gly Pro Pro Pro Met Asn Lys Ala 
. 210 215 220 
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Met Ala Ala His Leu Glu Ala Leu Gly Tyr Thr Pro Glu Met Gin Phe 

235 240 



225 
Gin Phe 



230 




